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Uber Ergosterin-Resorption bei der legenden Henne.’) 
. Von 
Rudolf Schtnheimer und Henrik Dam.’) 


Mit 1 Figur im Text. 


Aus der chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts der Universitat Freiburg i. Br.) 
(Der Redaktion zugegangen am 22. Juli 1932). 


In einer friiheren Mitteilung!) haben Schiénheimer, v. Beh- 
ring und v. Gottberg festgestellt, daB es nicht gelingt, durch 
Fiitterung hoher Dosen von unbestrahltem Ergosterin zu einer 
Speicherung dieser Substanz bei Miiusen, Ratten oder Kaninchen 
zu gelangen. Auch direkte Resorptionsversuche, in denen Hunden 
zusammen mit Cholesterin die gleiche Menge Ergosterin verfiittert 
wurde und das resorbierte Sterin im Ductus thoracicus nach- 
gewiesen werden sollte, lieBen es ebenfalls dort vermissen. Wihrend 
das verfiitterte Gemisch einen Ergosteringehalt von 50°/, hatte, 
war der Ergosteringehalt in dem aus dem Ductus gewonnenen 
Sterin nur so groB, als wenn Cholesterin allein verfiittert worden 
wire, und es konnte berechnet werden, daB, wenn Ergosterin iiber- 
haupt resorbierbar war, die Resorption mindestens 1000—2000 mal 
langsamer vor sich ginge als die des Cholesterins. Die quanti- 
tativen Ergosterinanalysen waren spektrophotometrisch vorgenom- 
men worden. Die Methode ist auferordentlich empfindlich, und 
eine selbst sehr geringe Resorption hiitte sich bemerkbar machen 
miissen. Trotzdem eine Resorption also nicht nachgewiesen werden 
konnte, war sie in allerkleinsten Mengen doch nicht mit Sicher- 
heit auszuschlieBen. Aus diesem Grunde wurde beabsichtigt, die 
Resorption des Ergosterins an biologisch geeigneteren Objekten 
noch weiter zu verfolgen. (Gelegentlich einer persénlichen Riick- 
sprache wurde der eine von uns (Sch.) von Herrn J. H. Page 
darauf aufmerksam gemacht, daf nach seinen Erfahrungen die 
legende Henne bei Ergosterinfiitterung einen héheren Gehalt an 
Ergosterin in den Eiern aufweist.*) Die Untersuchung am Sterin 








") Diese Z. 208, 77 (1932). 

*) Die Arbeit wurde ausgefiihrt mit Mitteln der Josiah Macy jr. Foun- 
dation, fiir die wir auch an dieser Stelle unseren besten Dank aussprechen 
wollen. 

*) Wir méchten Hefrn Page auch an dieser Stelle fiir seine wertvolle 
Mitteilung danken. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXI. 16 
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— 


der Hiihnereier war auch deswegen besonders aussichtsreich, da 
das Cholesterin dieses Organes fast frei von anderen, im Ultra- 
violett absorbierenden Substanzen ist und in ihm immer ein fast 
reines Ergosterinspektrum gefunden wird. 

In den Versuch kamen 6 italienische Legehiihner, von denen 
3 eine Zulage yon tiiglich 50 mg Ergosterin pro Huhn erhielten, 
wiihrend die anderen als Kontrolle dieselbe Nahrung ohne Ergo- 
sterinzulage erhielten. Die Hiihner bekamen als Grundnahrung 
ein Koérnergemisch und 30 g Fleischmehl pro Tag und Henne. 
Das Ergosterin wurde in Pulverform mit dem Fleischmehl fein ver- 
mengt. Der Versuch begann am 12. Februar. Erst 11 Tage nach Be- 
ginn der Fiitterung wurden die gelegten Kier zur Analyse verwandt. 

Ks wurden 12 Kier von Hiihnern, die Ergosterin erhalten 
hatten, untersucht und 14 Kier von Hiihnern, die keine Zulage 
erhalten hatten. Die Kier waren innerhalb von 25 Tagen ge- 
sammelt worden, in welcher Zeit Versuchs- und Kontrolltiere 
dieselbe Zahl von Kiern gelegt hatten. Je 2 nacheinander gelegte 
Kier wurden zu einer Analyse vereinigt. Die Schale und das 
Kiklar, die beide nur Spuren von Cholesterin enthalten, wurden 
verworfen, der Dotter kalt mit Alkohol~Ather extrahiert und kalt 
unter Wasserstoff verseift. Das Unverseifbare wurde 2 mal aus 
Methylalkohol umkrystallisiert. 

Erklirung der Kurven.') 
Absorptionen des aus den Eidottern isolierten Cholesterins. 





2 


Cholesterin yon Cheat von 
snnciatheednenennanei Tieren Kontrolltieren 


Messung in 25 ecm Ather 


Gehalt ie 
Cholesterins an 
Ergosterin in °/, 


Gehalt hen 
| Cholesterins an 
_Ergosterin in °/, 


Einwage 


ys | 
Einwage | 
Cholesterin in g | E 


Cholesterin in g 




















1. 0,1579 0,144 7. 0,1511 0,096 
2. 0,1331 0,147 8. 0,1504 0,070 
3. 0,1516 0,147 9. 0,1506 0,091 
4. 0,0963 0,145 10. 0,1502 0,113 
5. 0,1509 0,151 11. 0,085 0,102 
6. 0.1504 0,123 12. 0,1487 | 0,096 
13. 0,1594 0,110 

Durchscehnitt 0,143 Durchsehnitt 0,098 


') Die Absorptionsmessungen wurden von Herrn Dr. Pallutz im 
Chemischen Laboratorium der Universitit Gittingen vorgenommen, wofiir 
auch an dieser Stelle unser bester Dank ausgesprochen werden soll. 





pie RES oc. 








Uber Ergosterin-Resorption bei der legenden Henne. 





005. 
005+ i 
004 | ay 
F 
003 gf fo) 
/ Ro) 

007+ 
Oo a Ss Cee | —_ 

240 y 300 320 | 
00% . 
003} 


0 Sa. 


SS ee ee ee | 


£40 260 280 300 320 340 





005 - © 00501 
004 - oS | 
00s | ls 
‘ 
002 | - + 
007 hb a 
Q 
ee! Se 2 en ee Soo, _ 
£240 260 280 300 320 340 
0.03 EF J ® 





eee! eee Se 


/ 
002+ / \ 
- + © 6 


= 


0.02 |- ZL, 
007} 


—— 


240 260 280 300 0 30 


ccibalcnasiiaaiall —— Seen 


240 260 i: 300 320 340 


Ox, 
Or—9, 


Qa 
‘or~9 a 


+- 





| 





Op—Oi | 


240 260 280 300 320 340 


2% 00,0231 4 
ot \, 
© 8 e 
binge 


“240 260 280 300 320 340 | 














f 0,0374 
~ 
Fé 
10 
La 
‘240 260 280 300 320 30 | 
od 0,0191 
OW | 
a ee ee 
240 260 280 300 320 340 
0,0314 
On | 
i 1 ~Or@ ——J 
"740 260 280 300 320 340 
Afi 0,0386 | 
of J 
er 
£13 4} 
*se 4 





SE ee 


° 20 240 260 280 300 320 340 220 240 260 280 300 320 340 





16* 





003 
002 


+007 


0 

003 
202 
007 











944 Rudolf Schénheimer und Henrik Dam, 


Diese Versuche zeigen, daB Ergosterin tatsiichlich von der 
Henne resorbiert werden kann und den Hiern mitgegeben wird. 
Die Mengen, um die es sich dabei handelt, sind zwar auBerordentlich 
gering und verdanken ihre Feststellung iiberhaupt nur der iiberaus 
groBen Empfindlichkeit der spektrophotometrischen Methode. Im 
Durchschnitt ist der Ergosteringehalt der Hiihnereier um 0,05°/, 
gestiegen. Wenn man als Mittel des Cholesteringehaltes des Ki- 
dotters 300 mg zugrunde legt, so wiirde die Zunahme im Ei 
trotz der starken Uberlastung in unseren Versuchen nur 0,15 mg 
im gesamten Dotter betragen, eine Menge, die zwar auBerordentlich 
gering ist, aber in Anbetracht der hohen Wirksamkeit des Ergo- 
sterins nach der Aktivierung durch Bestrahlung von groBer Be- 
deutung sein diirfte. Wir kénnen also die Mitteilung von Page 
bestiitigen. 

Die verhiiltnismiBig groBe Konstanz der Ergosterinwerte im 
normalen Ki und die relativ niedrige Héhe des Ergosteringehaltes im 
Ki der gefiitterten Tiere scheint anzudeuten, daB auch im Hiihneret 
die Speicherung nur bis zu einer bestimmten Hohe geht, die nicht 
iiberschritten werden kann. Das werden weitere Versuche zeigen.’) 

Wenn also auch unbestrahltes Ergosterin vom normalen, aus- 
gewachsenen Organismus nicht nachweisbar resorbiert werden 
kann, so zeigen die Versuche am Hiihnerei, daB bei Bedarf (eventuell 
Schwangerschaft, Jugend usw.) das Ergosterin doch in kleinen 
Mengen gespeichert werden kann. Aber auch unter diesen Be- 
dingungen ist die Resorption und Speicherung gering und lift sich 
mit der des Cholesterins an Menge nicht vergleichen.?) 

Damit konnten wir uns zum erstenmal davon iiberzeugen, daB 
auch andere Sterine als das Cholesterin (und das bestrahlte Ergo- 
sterin, sogenannte Vitamin D) unter bestimmten Bedingungen wenig- 
stens in Spuren die Darmwand passieren kénnen, was bisher immer 
als wahrscheinlich angenommen, aber nicht bewiesen werden konnte.’) 


') Der Gehalt des Eies an Cholesterin selbst kann durch Fiitterung 
mit Cholesterin auch nur in geringem Mabe erhéht werden. (H. Dam, 
Biochem. Z. 215, 475 (1929). 

*) Wenn man eine Menge von 500—600 mg Ergosterin zugrunde legt, 
die das Huhn wihrend der Entwicklung des Eies mit dem Futter zu sich 
genommen hat, so ist davon nur etwa der 4000. Teil im Ei zur Ablagerung 
gekommen. 

5) Schénheimer, Diese Z. 180, 1 (1929); Yuasa, Diese Z. 185, 116 
(1929); Schénheimer, v. Behring, Hummel u. Schindel, Diese Z. 192, 
73 (1980); Schénheimer, v. Behring u. Hummel, Diese Z. 192, 117 
(1930); Schénheimer, Science 74, 579 (1931). 


ELA BAD ISB 
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Man hat nach diesen Versuchen eine gréBere Berechtigung 
als bisher zu vermuten, daB auch andere Pflanzensterine wie etwa 
das Sitosterin oder auch Cholesterinderivate’), die véllig unresorbier- 
bar schienen, in allergeringsten Spuren die Darmwand (vielleicht im 
Gemisch mit Cholesterin) durchwandern kénnen. Bei all diesen 
anderen Sterinen sind die Nachweismethoden aber noch nicht exakt 
genug, um eine Ablagerung in der GréSenordnung, wie sie beim 
Ergosterin gefunden wurde, aufzudecken. 

Im Gesamtsterinstoffwechsel spielen diese Mengen keine Rolle. 
Die auBerordentlich schwere Resorbierbarkeit des Ergosterins ist 
jedenfalls ein neuer Beitrag fiir die groBe Spezifitit, die dem 
Cholesterin anscheinend als einzigem Sterin bei der Resorbierbar- 
keit zukommt. 


Zusammenfassung. 


Wahrend bisher an den gewdhnlichen Laboratoriumstieren 
keine Resorption von Ergosterin nachgewiesen werden konnte, liBt 
sich an der legenden Henne nach Zufiitterung sehr grober Mengen 
von Ergosterin eine minimale, aber auBerhalb der Feblergrenzen 
liegende Anreicherung dieser Substanz im Higelb beobachten. 





1) Diese Z. 192, 117 (1930). 














246 


Uber die Resorbierbarkeit des unbestrahlten Ergosterins. 
Ein Beitrag zur Methodik der quantitativen Ergosterinbestimmung. 


Von 
Wilhelm Menschick und Irvine H. Page. 


(Aus der Chemischen Abteilung der Deutschen Forschungsanstalt ftir Psychiatrie 
[Kaiser-Wilhelm-Institut] Miinchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 14. August 1932.) 


Die Frage, ob das unbestrahlte Ergosterin vom tierischen 
Kérper resorbiert wird, hat schon seit einigen Jahren erhdhte 
Aufmerksamkeit beansprucht. Die ersten positiven Befunde der 
Verfasser') schienen sich zuerst nicht zu bestiitigen.?) Bei einem 
Resorptionsversuch an Hiihnern, bei dem die gelegten Kier auf 
ihren Ergosteringehalt untersucht werden sollten, schienen uns 
nun weit bessere Bedingungen fiir einen positiven Ausfall zu 
bestehen: denn erstens ist der Normalgehalt der Eier an Ergo- 
sterin viel héher als bei den friiher untersuchten Organen. Es 
konnte also vermutet werden, daB auch einer weiteren Aufnahme 
von Ergosterin hier keine besonderen Schwierigkeiten im Wege 
stehen wiirden. Zweitens besteht gleichzeitig der giinstige Um- 
stand, daB auch durch Verfiitterung von Cholesterin der Cholesterin- 
gehalt der Kier erhéht wird,’) daB also nicht ein Widerstand gegen 
Sterinaufnahme iiberhaupt anzunehmen ist, wie das _ besonders 
beim Gehirn sehr ausgesprochen der Fall ist. Letzteres wurde 
von uns neuerdings festgestellt bei sehr starker Fiitterung von 
Kaninchen mit Cholesterin*), und dies ist auch indirekt zu schlieBen 
aus der auffallenden Konstanz des Cholesteringehaltes im Gehirn 
bei den verschiedensten Krankheiten, bei denen der Cholesterin- 
gehalt anderer Organe  betriichtliche Schwankungen aufweist.’) 
SchlieBlich sollten wesentlich héhere Dosen als in unseren friiheren 
Versuchen gegeben werden, was bei Hiihnern sehr einfach zu er- 
reichen ist durch Beimengung des in wenig Butterschmalz gelésten 
Ergosterins zum Kornerfutter. Die Resorptionsversuche, die bereits 
im vorigen Jahr begonnen wurden, wurden jedoch dadurch stark 
verzogert, daf wir uns in Anbetracht sehr schwankender Werte 


- 
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veranlaBt sahen, die Methodik genauer nachzupriifen. Unsere 
Vermutung, daB bei héheren Ergosteringehalten neue Fehlerquellen 
auftauchen kénnten, wurde durch diese Nachpriifung bestiitigt. 


Methodisches. Wir méchten hier einschalten, daB die optischen 
Ergosterinbestimmungen insofern etwas verbessert wurden, als fiir 
reines Ergosterin die Absorptionskonstanten der Maxima bei 
280 und 290 mu méglichst genau bestimmt wurden. Als Mittel- 
werte einer gréBeren Reihe von Messungen ergaben = sich: 
lg Kmax 2s0mu = 4,415, Ig knax coomu = 4,185*). Das kleinere 
Maximum bei 290 mu wurde, wie in einer friiheren Arbeit an- 
gegeben ®), zur Anbringung einer Korrektur mit herangezogen, die 
die unvermeidlichen Verunreinigungen der Priiparate teilweise zu 
eliminieren gestattet. (Neuer Wert fiir lg f,: 9,770. Die Kor- 
rektur bedingt einen Abzug von 0—15°/,, in einzelnen Fiillen 
bis zu 20°/, von den gefundenen Maximalwerten.) 


Unter Vermeidung zu starker Oxydation des zu messenden 
Ergosterins durch Entfernen der Peroxyde aus dem zum Extra- 
hieren verwendeten Ather sowie durch Vornahme der Verseifungen 
und des Umkrystallisierens in indifferenter Atmosphire wurde 
nun gepriift, ob kiinstlich zugesetztes Ergosterin bei der optischen 
Analyse quantitativ wiedergefunden wird. . 


Es wurden jeweils einige Eidotter mit Wasser zu einer homogenen 
Fliissigkeit verrihrt und davon aliquote Mengen zur Cholesterinanalyse, 
sowie zur optischen Analyse ohne und mit Ergosterinzusatz verwendet. 
Der Ergosterinzusatz erfolgte dadurch, daB ein sehr kleines Volumen einer 
sehr verdiinnten alkoholischen Ergosterinlésung von bekanntem Gehalt in 
diinnem Strahl in die Verseifungsfliissigkeit eingeriihrt wurde. Aus dem 
gefundenen prozentischen Gehalt des isolierten und gereinigten Cholesterins 
an Ergosterin und aus der durch Analyse (Digitoninmethode) festgestellten 
Cholesterinmenge ergab sich die absolute Ergosterinmenge ohne und mit 
Ergosterinzusatz. Dabei ergaben sich jedoch ganz erhebliche Verluste. Von 
dem zugesetzten Ergosterin wurde als Zuwachs im Ergosteringehalt in 
3 Fallen, in denen in Anlehnung an Dam’) mit 60°/,iger KOH 3 Stunden 
auf dem Wasserbad hydrolysiert wurde, wiedergefunden: 34°/,, 58°/,, 59°/,. 


Ebenso groB waren die Verluste bei Wiederholung des Versuches mit 
kalter Verseifung (20°/, alkoholisch-wiBrige KOH 24 Stunden in der Kiilte): 
wiedergefunden: 59°/,, und auch dann, als der Ergosterinzusatz erst zu 
einem aliquoten Teil des Atherextraktes nach der Verseifung gegeben 
wurde, wiedergefunden: 62°/,. Tab. 1 gibt die Mengenverhiiltnisse bei den 
Versuchen wieder: 


*) Definition von k: I = I,-10~** ([ und I, End- und Anfangsinten- 
sitit, ¢c = Konzentration in g/eem, d = Schichtdicke in cm). 
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Tabelle L. 


Nach kiinstlichem Zusatz wiedergefundenes Ergosterin.*) 











Chole-| Gefund. Erg. | Ergo- |Gefund. Erg. Gefund. Zu- 
sterin-| ohne Zusatz |sterin-| mit Zusatz | wachs an Erg. 
Priip.| Behandlung |menge -———| zusatz as Ted 
mg “lo mg mg "lo | mg mg | pee 





e 46; HeiBverseif. | 436 |0,120 | 0,523 | 0,585 | 0,165 0,720] 0,197 34 
e 47 “ 248 | 0,133 | 0,330 | 0,585 | 0,269 0,668 | 0,338 58 
e 49 - 235 10,0988 0,232 | 0,293 | 0,172 0,404 | 0,172 59 
e 50] Kaltverseif. | 228 |0,0948 0,215 | 0,293 | 0,170 0,387 | 0,172 59 
e51]Atherextrakt | 233 | 0,124 | 0,294 | 0,293 | 0,201 | 0,476 | 0,182 62 


























Daraus ergibt sich, daB die Hauptverluste nicht bei der HeiB- 
oder Kaltverseifung, sondern beim Umkrystallisieren (unter CO, 
2mal aus Hexan, mit Pentan als Waschfliissigkeit, dann 2 mal 
aus Athylalkohol, mit Methylalkohol als Waschfliissigkeit) entstehen. 
Es war also zu vermuten, daB die Konstanz des Verhiltnisses 
Ergosterin: Cholesterin beim Umkrystallisieren bei héheren Ergo- 
steringehalten nicht mehr vorausgesetzt werden darf, und daf sie 
vielleicht auch durch die Gegenwart von Begleitstoffen im Unverseif- 
baren beeinfluBt werden kann.**) Nachdem wir uns durch Vor- 
versuche davon iiberzeugt hatten, daB tatsichlich der Ergosterin- 
gehalt der Krystallisate beim Umkrystallisieren (in sehr wechseln- 
dem Grade) abnahm, versuchten wir diese Verluste durch einen 
kleinen Kunstgriff zu verringern, indem wir niimlich zu den Ex- 
trakten abgewogene Mengen reinsten ergosterinfreien Cholesterins 
(< 0,005°/, Ergosterin) zusetzten und nachtriaglich den gefundenen 
Ergosteringehalt auf die absolute Ergosterinmenge und auf den 
urspriinglichen prozentischen Gehalt umrechneten. Natiirlich war 
dazu die gleichzeitige Feststellung des Cholesteringehaltes not- 
wendig. ErwartungsgemiB ergab ein und derselbe Extrakt bei 
Zusatz von Cholesterin héhere Ergosterinwerte als ohne Zusatz, 
wie aus Tab, 2 ersichtlich ist: 

Aus den beiden Vorversuchen ergibt sich, daB eine ,,Ver- 
diinnung* des Ergosterins im Cholesterin auf etwa 0,05°/, be- 
wirkt, daB ein weiterer Cholesterinzusatz keine wesentliche Er- 
héhung des auffindbaren Ergosteringehaltes mehr bedingt. (Kine 


*) Von einer Wiedergabe der optischen Einzeldaten oder des Kurven- 
materials sei wegen zu groBer Raumbeanspruchung abgesehen. 

**) Die allerdings nur durch einen Versuch belegte Konstanz bei 
H. Hentschel u. O. Bachmann’) wiirde mehr fiir die zweite Deutung 
sprechen. 


Pot, 


heehee ne 
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engere Fehlergrenze als 10—20°/, wurde von vornherein nicht 
angestrebt, weshalb wir auch den Zuwachs von 9°/, bei e 54/4 
nicht weiter beriicksichtigten.) 


Tabelle 2 
Erhohung der auffindbaren Menge Ergosterin durch Zusatz 
von ergosterinfreiem Cholesterin. 
e 53 Extrakt aus 5 Eidottern, 10 com = 236 mg Cholesterin, 























e 54 “ o © - 10 ccm = 108 mg " 
Extrakt Cholesterin- Zusate C ‘efund. Erg. Gehalt Mehr gef. 
Priparat serine Ergosterin 
ccm mg | uP “le img i. 10cem 7 
e 53/1 20 0 0 0,118 0,278 —— 
e 53/2 10 99,8 50 0,0865 0,290 + 4.5 
e 53/3 5 150 150 0,0630 0,338 -+-21 
e 53/4 5 200 200 0,0535 0,340 +22 
e 54/1 50 0 0 0,101 0,110 - 
e 54,2 10 205,5 200 0,0469 0,147 +34 
e 54/3 10 301 300 0,0372 0,152 +-38 
e 54/4 10 417 400 0,0309 0,162 +47 








Unter Einhaltung dieser Ergosterin-,,Verdiinnung“ wurden 
nun die in Tab. 1 wiedergegebenen Versuche wiederholt (Heib- 
verseifung). Sowohl bei den Versuchen ohne als auch bei denen 
mit Ergosterinzusatz wurden entsprechende Mengen Cholesterin 
zugesetzt (‘l'ab. 3). 

Tabelle 3. 
Nach kiinstlichem Zusatz wiedergefundenes Ergosterin 
bei gleichzeitigem Zusatz von Cholesterin. 








Vers. ohne — -Zus. eae Vers. mit Erg.-Zus. pr 














Priipa- Ergo- ‘in s Hidotter sterin- Ergo- | in 1, Eidotter Zuwachs 
, -|zusat. — a or, 
- — gta a mg ‘mens aterin | ‘mg + Chol. | mg | mo ly des 
lo ‘fink. Zus. Erg. mg lo jin LZus. | Erg. 5 Zusatzes 
= 


61 0,0279. 312 0,086 0,422 10,0428 1109 |0,475/0,388| 92 
e62 10,0262 321 0,0840) 0,422 10,0400 1159 0,463] 0,379 | 90 
e63 10,0267, 250 0,067 | 0,422 |0,0416 1053 0,439] 0,375 | 90 
e 64 |0,0254 320 0,082 | 0,422 ]0,0423. 1070 0,453] 0,371} 90 
©65 |0,0265 305 0,080 | 0,422 10,0386, 1057 0,407] 0,327. 78 














Der Verlust betrug also nur in einem Fall 22°/. Mit der 
erreichten Genauigkeit begniigten wir uns, fiihrten aber fiir jedes 
untersuchte Ei zwer voneinander unabhiingige Bestimmungen aus, 
um méglichst weitgehend von stark herausfallenden Werten un- 
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abhiingig zu sein. Durch den Cholesterinzusatz ist es méglich, 
daB von jedem einzelnen Ei neben den Cholesterinbestimmungen 
hequem zwei Ergosterinbestimmungen ausgefiihrt werden kénnen.*) 
Resorptionsversuch. Kinem Huhn wurden einige Zeit nach 
Beginn der vollen Legetiitigkeit tiglich 50 mg Ergosterin, in wenig 
Butterschmalz gelést und dem Koérnerfutter beigemengt, verabreicht 
und diese Fiitterung zwei Wochen lang fortgesetzt, die Eier der 
Vor-, Haupt- und Nachperiode gesammelt und bis zur Aufarbeitung 
in Wasserglas eingelegt. Die Aufarbeitung erfolgte in willkiirlicher 
Reihenfolge und fiir jedes Ei vollstiindig gleich: Der Dotter wurde 
mit Wasser zu einer diinnen Fliissigkeit verriihrt und auf 50 ccm 
gebracht. Davon wurden 10 ccm zur Cholesterinanalyse gegeben 
(je 2 Bestimmungen, die stets auf weniger als 3°/, miteinander 
iibereinstimmten) und 2mal 15 ccm zu den beiden Ergosterin- 
bestimmungen verwendet. Jede Probe wurde 2—3 Stunden mit 
50 com 60°/,iger KOH auf dem Wasserbad (in § Stickstoffatmosphire) 
erhitzt, dann mit peroxydfreiem Ather, dem eine abgewogene 
Menge ( ‘holesterin (je etwa 300 mg) zugesetzt war, ausgeschiittelt 
und der Riickstand der gereinigten Atherlésung wie hen saguaeien 
umkrystallisiert und zur Messung gebracht. Die Tab. 4 gibt die 
Ergebnisse der Versuchsreihe wieder: Cholesteringehalt, Ergosterin- 
gehalt in mg und in °/, des Gesamtsterins und in der letzten 
Spalte jeweils den prozentischen Unterschied (4) zwischen den 
heiden yoneinander unabhiingigen Ergosterinbestimmungen. 


Tabelle 4. 


Cholesterin- und Ergosteringehalt der Eier (Dotter) 
wihrend des eee 




















yo ag | Ing Chole-| mg Er o-| °/, Erg. 

Datum | Priiparet sti tevin in Chol. 4 
22. 4. e 61 241 0,434 0,180 - ie je 1 Be- 
26. 4. c 62 279 0,420 0,151 —~ | stimmung, da 

y 8 e 63 253 0,335 0,132 — zur Priifung 
12. 5. e 64 335 0,406 0,120 — der Methode 
14. 5. e 65 266 0,403 0,151 —- verwendet 
17. 5. e 66 217 0,378 0,173 0,5 
17. 5. e 67 233 0,391 0,168 0,5 
19. 5. e 69 257 0,488 0,190 2 
19.5 e 72 229 0,433 0,188 1] 
21.5 e 75 246 0,533 0,216 5 





*) Es ist zu hoffen, daB diese Verbesserung der Methode gute Dienste 
leisten wird in Fallen, wo bei hohem Ergosteringehalt das Steringemisch 
schwer zu isolieren ist, wie z. B. bei der Haut von Erwachsenen.’) 
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Tabelle 4 (Fortsetzung). 





Sa mg mg °), Ergosterin 
aie e'riiparat Chelealerte Ergosterin jin Cholesterin 4 
Fiitterungsbeginn. 

23. 5. e 76 245 0,507 0,206 6 
24. 5. e 80 262 0,530 0,202 5 
25. 5. e 82 254 0,616 0,242 2 
27.5 e 73 238 0,684 0,287 5 
27. 5. e 68 250 0,758 0,302 2 
28. 5. e 78 276 0,705 0,256 2 
30. 5. e 84 278 0,673 0,242 16 
31. 5. e8& 262 0,710 0,271 : 
1. 6. e 85 278 0,725 0,265 9 
2. 6. e 87 268 0,717 0,268 3 
4. 6. e 86 268 0,756 0,282 3 
FiitterungssehluB. 
6. 6. e 83 278 0,752 0,271 2 
7. 6. e 8] 273 0,716 0,262 6 
4%. e 79 275 0,764 0,287 I 
8. 6. e 77 272 0,670 0,246 5 
10. 6. e 74 222 0,586 0,264 5 
11. 6. e 71 222 0,502 0,227 14 
13. 6. e 70 250 0,476 0,191 4 

















Aus Tab. 4 ergibt sich, daB der Ergosteringehalt etwa vom 
4. Tage nach Fiitterungsbeginn ab ansteigt von etwa 0,5 mg pro 
Ei auf etwa 0,7—0,75 mg pro Ei, diesen Wert bis zum 4. Tage 
nach FiitterungsschluB8 beibehilt und dann im Laufe einer Woche 
wieder auf etwa 0,5 mg pro Ei absinkt. Die Zunahme betriigt 
40—50°/,, liegt also weit auBerhalb der Fehlergrenze und 
Schwankungsbreite. Die Steigerung der Prozentzahlen fiir Krgo- 
sterin im Gesamtsterin betriigt allerdings nur 30—40°/,, was 
dadurch bedingt wird, daB ungefihr gleichzeitig mit dem Ergo- 
sterin in geringem Ma auch der Cholesteringehalt ansteigt. Ob 
dies Zufall ist, kann natiirlich aus diesem einen Versuch nicht 
geschlossen werden. Jedenfalls wird das Ergebnis dadurch in 
keiner Weise beeintriichtigt, da ja der Absolutgehalt primiir be- 
stimmt wird, wobei sich der Eigengehalt an Cholesterin wegen 
des starken Cholesterinzusatzes (etwa 4 fache Menge) nur in geringem 
Mabe auswirkt. 

Die zeitliche Verschiebung der Auswirkung der Fiitterung 
auf die Kier entspricht ganz den Erwartungen, da ja der fertig 
gebildete Eidotter einige Zeit vom Stoffwechsel abgeschnitten im 
Organismus verbleibt, bis das fertige Ki gelegt wird. 

Die Erhéhung des Ergosteringehaltes betriigt 0,2—0,25 mg 
pro Ei, also etwa 1/,°/, der tiiglich gefiitterten Dosis. Die Be- 
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deutung dieser Zahl kénnte erst diskutiert werden, wenn Versuche 
mit verschiedener Fiitterungsintensitit vorligen, die gegebenenfalls 
noch angestellt werden sollen. Die T'atsache, daB das Ergosterin 
viel schwerer resorbierbar sein muB als Cholesterin?), bleibt jeden- 
falls nach wie vor bestehen. Sollte sich aber diese geringe Re- 
sorption auch bei anderen Tierarten noch nachweisen lassen, so 
bliebe die Méglichkeit wieder offen, daB die Resorption von un- 
bestrahltem Ergosterin und die von Vitamin D von _ gleicher 
GréBenordnung sind; denn die in den vorliegenden Versucher re- 
sorbierten Mengen Ergosterin sind den bei der Rachitistherapie ver- 
wendeten Mengen an bestrahltem Ergosterin durchaus vergleichbar. 


Zusammenfassung. 

1. Die Methodik der Ergosterinbestimmung wurde dahin- 
gehend verbessert, daB auch bei héheren Ergosteringehalten als 
0,1°/, eine Bestimmung mit 20°/, Fehlergrenze médglich ist. 

2. Durch Verfiitterung von Ergosterin an ein Huhn wurde 
der Ergosteringehalt der Kier um 40—50°/, erhoéht. Die Aus- 
wirkung auf die Eier beginnt erst am 4. Tage nach Fiitterungs- 
beginn bzw. FiitterungsschluB. 

Der Rockefeller Foundation, sowie der Eli Lilly & Co. (Indianapolis) 
sei fiir die Erméglichung der Arbeit bestens gedankt. Das zu den Ver- 
suchen bendtigte Ergosterin wurde uns in liebenswiirdiger Weise von 
E. Merck, Darmstadt zur Verfiigung gestellt, wofiir wir auch an dieser Stelle 
unseren besten Dank aussprechen. 

Anmerkung: Nach Fertigstellung der Arbeit erhielten wir das Manu- 
skript einer gleichzeitig ausgefiihrten und ganz fhnlichen Arbeit, das uns 
Herr Dr. R. Sch6nheimer in liebenswiirdiger Weise zusandte und wofiir 
wir ihm auch an dieser Stelle bestens danken méchten. Er gelangte zu 
ihnlichen Ergebnissen. Lediglich sind unsere Absolutwerte durchweg 
héher, vermutlich zum Teil wegen der Verbesserung der Methode, zum 
Teil vielleicht auch, weil unser endgiiltiger Resorptionsversuch in spiiteren 
Monaten ausgefiihrt wurde. 
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Untersuchung von Muskelextrakten. 
Von 


H. Steudel. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 10. August 1932.) 


Wihrend die bisherigen Untersuchungen keinen Unterschied 
zwischen den aus tierischen und pflanzlichen Substraten gewonnenen 
Guanylsiiuren ergeben haben, hat sich bei niiherer Untersuchung 
der Adenylsiiuren herausgestellt, dafi die Adenylsiiure aus Muskel- 
extrakt (die t-Adenylsiiure) von derjenigen Adenylsiiure, die man durch 
Spaltung der Hefenukleinsiiure erhalten kann (der h-Adenylsiiure), 
deutlich verschieden ist. Eine eingehendere Untersuchung dieser 
wichtigen Verhiltnisse ist durchaus wiinschenswert — leider ist 
die Darstellung gréBerer Mengen von t-Adenylsiiuren noch recht 
umstiindlich, wihrend die Darstellung der h-Adenylsiiure nach 
dem Verfahren von Steudel und Peiser’) glatt verliiuft und gute 
Ausbeuten liefert. Es erschien mir also angebracht, nach neuen 
Verfahren zur Darstellung der t-Adenylsiure zu suchen und yor 
allen Dingen ein Ausgangsmaterial zu finden, das leicht zu be- 
schaffen und in geniigender Frische jederzeit zu haben war. 

A. Untersuchung des Muskelextraktes von Kabliau. Zuerst habe 
ich frische Seefische auf ihre Eignung als Lieferanten der 
t-Adenylsiiure gepriift. Die Seefische (Kabliau) werden ja sofort 
nach dem Fange in Eis gepackt und mit gréStmiglicher Be- 
schleunigung in Kiihlwagen dem Konsum in den GroBstiidten zu- 
gefiihrt. Besonders zur Winterszeit kommen sie in einem durchaus 
frischen Zustand in den Handel und ihrem Geschmack merkt man 
kaum den Transport an. 

Es wurden nun bei strenger Winterkiilte in einer Markthalle jedesmal von 


einer frisch eingetroffenen Sendung passende Mengen von Kabliau gekauft 
und das eiskalte Fleisch der Tiere, von Haut und Griiten befreit, sofort 


* 


') Uber die Hefenukleinsiure IV. Diese Z. 127, 262 (1923). 
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stiickweise in lebhaft siedendes Wasser gebracht (im ganzen wurden 100 kg 
verarbeitet). Hier zerfiel es beim Sieden schnell, so daB eine weitere Zer- 
kleinerung in der Maschine nicht nétig war. Die klaren Filtrate wurden 
im Vakuumapparat von Naumann’), der eine bequeme und rasche Ver- 
dampfung grober Mengen Filiissigkeit bei sehr niederer Temperatur ermig- 
licht, bis zum dicken Sirup eingeengt. Das Extrakt wurde nun in idhnlicher 
Weise wie Fleischextrakt auf Inosinsiure weiterverarbeitet. Zunichst wurde 
es durch Zusatz von Essigsiiure in der Kiilte von einem léslichen EiweiB- 
kérper befreit, der schon von Limpricht*) beschrieben worden ist. Dann 
wurde in passender Verdiinnung mit Barytwasser die anorganische Phos- 
phorsiiure entfernt und in dem nunmehrigen Filtrat mit Bleiacetat eine 
Fiillung zu erhalten versucht. Die Adenylsiiure, die ja eine NH,-Gruppe 
mehr enthilt als die Inosinsiure, vermag schon mit Bleiacetat ein in Wasser 
unlésliches Bleisalz zu bilden, wihrend die Inosinsiiure erst ein solches mit 
basischem Bleiacetat liefert. In unserem Versuch konnte nun mit Bleiacetat 
in neutraler Reaktion tiberhaupt kein Niederschlag erzeugt werden — man 
mubte daraus schlieBen, daB in dem Extrakte Adenylsiiure nicht vorhanden 
war. Zusatz von basischem Bleiacetat dagegen lieferte sofort einen dicken 
weiben voluminésen Niederschlag, der weiter auf Inosinsiiure verarbeitet 
wurde und auch ein sehr schén krystallisierendes Bariumsalz lieferte, das 
nach den Analysen reines inosinsaures Barium war. 


5,705 mg brauchen 3,86 eem n/100-H,SO, = 9,479/) N (Kjeldahl) 
7,010 mg ss 4,54 ecm » = 9,07 /, 5, » 
Verlangt fiir inosinsaures Barium 9,07°/, N (C,,H,,BaO,N,P + 7'/, H,0). 


Die Ausbeute war trotz sehr sorgfiltigen Arbeitens nicht sehr 
groB, es wurden an reinem Salz nur 1,05 ¢ erhalten. Diese Inosin- 
siiure entsprach in ihrem ganzen Verhalten der Inosinsiiure, wie 
man sie aus Fleischextrakt erhilt. Ich-lasse die Frage offen, 
ob doch nicht wiithrend des Transportes der Fische die urspriing- 
lich vorhandene Adenylsiiure sich in Inosinsiiure verwandelt hat 
— jedenfalls ist das Ergebnis dieses Versuches, daB die Seefische, 
selbst wenn sie méglichst frisch hier bei uns in den Handel 
kommen, kein geeignetes Ausgangsmaterial fiir die Gewinnung 
der t-Adenylsiiure sind, 

B. Untersuchung des Muskelextraktes vom Rinde. Nun ist vor 
einiger Zeit eine Mitteilung von Hahn und seinen Mitarbeitern %) 
erschienen, in der er von Versuchen an Muskelextrakt berichtet 


') Untersuchungen iiber Schnellverdampfung I, IT., III.; Biochem. Z. 
216, 136, 154; 217, 409 (1929/1930). 

*) Untersuchungen iiber Fleischfliissigkeit, Liebigs Ann. 127, 185 (1863); 
133, 293 (1865). Herr Wohinz ist mit der Untersuchung dieses Eiweib- 
kérpers nach modernen Methoden beschiiftigt. 

8) A. Hahn, E. Fischbach u. W. Haarmann, Untersuchungen iiber 


Muskelkochsaft, Z. Biol. 91, Heft 4, 315 (1931). 
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und eine Methode angibt, nach der er mit verhiltnismiibig leichter 
Miihe eine gréBere Menge von t-Adenylsiiure isoliert hat. Nach 
seem Vorschlage habe ich dann auch, ebenfalls bei strenger 
Winterkiilte, frisches Rindfleisch in Arbeit genommen. 


Das Fleisch wurde in Stiicken von ca. 4 kg in mit Eis beschickten 
GefiiBen sofort nach der Schlachtung des Tieres mit der griéBten Beschleuni 
gung ins Laboratorium gebracht. Hier kam es noch fast lebenswarm, trotz 
der Eiskiihlung, an, und es wurde nun sofort unter Mithilfe von mehreren 
Personen durch die Maschine portionsweise getrieben und das Durch- 
gelaufene in einen bereit stehenden groBen Kessel mit lebhaft siedendem 
Wasser geworfen. So wurden nach und nach 87,8 kg verarbeitet. Die 
Dauer von der Schlachtung des Tieres bis zum ersten Aufkochen des zer- 
kleinerten Fleisches betrug 40—45 Minuten — eine Zeit, die sich hier in 
der Gro8stadt kaum wird wesentlich abkiirzen lassen. Nach einer freund- 
lichen Mitteilung von Herrn Hahn hat auch er das Fleisch etwa '/,—*/, Stunde 
nach der Schlachtung verarbeitet. 

Die weitere Aufarbeitung schlieBt sich eng an die von Hahn an- 
gegebene Anweisung an. Das vom ausgekochten Fleisch abfiltrierte Extrakt 
wurde im Naumannschen Apparat auf ein handliches Volumen bei niederer 
Temperatur und vermindertem Druck eingeengt und dann mit Trichloressig- 
siiure gefillt. In dem Filtrat wurde mit Merkuriacetat eine Fiillung erzeugt, 
der Niederschlag mit Schwefelwasserstoff zersetzt und das Filtrat vom 
Schwefelblei ein zweites Mal mit Merkuriacetat ausgefiillt, alles unter den 
von Hahn empfohlenen Kautelen. Dieser zweite Quecksilberniederschlag 
wurde durch Schwefelwasserstoff vom Quecksilber befreit und das Filtrat 
sollte nun nach dem Vorschlage Hahns mit Bleiessig gefillt werden. 
Hier bin ich yon seinem Versuchsplan abgewichen. Denn die Adenylsiiure 
fiillt schon in neutraler Lésung mit Bleiacetat, wiihrend, wie schon oben 
hervorgehoben, die Inosinsiiure erst mit basischem Bleiacetat niedergeschlagen 
wird. Ich habe also, anstatt sofort mit Bleiessig zu fiillen, zuniichst mit 
neutralem Bleiacetat gefiéllt und erst das Filtrat von dieser Fiillung mit 
Bleiessig véllig ausgefillt. Dann konnte mit Bleiessig und Ammoniak keine 
weitere Fiillung erhalten werden. 


I. Der Bleiacetatniederschlag. [er Niederschlag wurde mit 
Schwefelwasserstoff entbleit und das sauer reagierende Filtrat im 
Vakuum bei niederer 'l'emperatur eingeengt. Als nach liingerem 
Stehen im Kiihlschrank bei etwa 3° nichts ausfiel (die h-Adenyl- 
siure pflegt an dieser Stelle auszukrystallisieren), sollte mit Silber- 
nitrat ein Silbersalz der Adenylsiiure erzeugt werden. In einer 
Probe der Lésung fiei aber zuniichst reichlich Chlorsilber und 
Silberphosphat. Das Vorhandensein yon Salzsiiure ist leicht er- 
klirlich, das Muskelextrakt enthilt reichlich Chloride, die natiirlich 
sowohl von Merkuriacetat als auch von Bleiacetat als schwerlésliche 
Metallsalze niedergeschlagen werden und nach Entfernung der 
Metalle in den Filtraten erscheinen. Da in neutraler Lisung gefillt 
wurde, ist auch das Vorkommen von Phosphorsiiure erklirlich, 
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auch diese ist ja reichlich im Muskelextrakt vorhanden und 
geht in siimtliche Metallfillungen als schwerlésliche Verbindung 
hinein. 

Ks handelte sich nun darum, die etwa vorhandene Adenyl- 
siure von diesen Begleitern abzutrennen. Fiir diesen Zweck 
eignet sich die Fillung mit Alkohol sehr gut — Adenylsiure ist 
in Alkohol fast unléslich. Die Lésung wurde also solange mit 
96°/,igem Alkohol versetzt, als noch ein Niederschlag entstand, 
und mehrere T'age im Kiihlschrank sich selbst iiberlassen. Dann 
wurde der Niederschlag von der dariiberstehenden klaren Lésung 
getrennt. 

a) Die mit Alkohol erzeugte Fillung. Die Fillung wurde 
in wenig Wasser gelést und noch einmal mit Bleiacetat ausgefillt. 
Als das Filtrat vom Schwefelblei auch nach lingerem Stehen im 
Kisschrank nichts absetzte, wurde es auf ein Volumen von 100 ccm 
aufgefiillt und der Stickstoff und Phosphorgehalt der Lésung 
bestimmt. Es enthielt 1,28 ¢ N und 1,15 g P. Mit ammonia- 
kalischer Silbernitratlésung konnte in einer Probe nur ein sehr 
geringer Niederschlag erzeugt werden, so daf freie Alloxurbasen 
jedentalls nicht in gréBerer Menge in der Liésung vorhanden 
waren. Es wurde nun mit diinnem Barytwasser die Reste der 
anorganischen Phosphorsiiure entfernt (der Phosphatniederschlag 
war stickstoffrei), aus dem Filtrat das Barium quantitativ nieder- 
geschlagen und noch einmal iiber die Bleifillung die Substanz 
niedergeschlagen. Dann verblieb ein Restfiltrat, das noch 0,22 g N 
und 0,09 ¢ P enthielt. Das ist ein Verhiiltnis von P:N = 1:2,26, 
wie es fiir Adenylsiiure verlangt ist. Aber trotzdem lieB sich keine 
Adenylsiiure gewinnen; nach einer nochmaligen Fillung mit Blei- 
acetat aus dem Endfiltrat krystallisierten spirliche Mengen Hypo- 
xanthin, das selbst nach dem Umkrystallisieren noch nicht ganz 
rein war. Es ergab bei der Analyse folgende Werte: 

2,685 mg brauchen 7,42 eem n/100-H,SO, = 38,69°/, N 
3,350 mg ss 9,48 cem " = 39,61°/, ,, 

Verlangt fiir Hypoxanthin C,H,N,O = 41,18°/, N; fiir Adenin C,H,N, 
= §1,90°/, N. 

Die Substanz gab keine Murexidprobe, lieferte dagegen mit 
Salpetersiiure eine Krystallisation, die bei einem Vergleich mit 
reinem Hypoxanthinnitrat véllig diesem entsprach. Neben dem 
Hypoxanthin waren noch geringe Mengen anorganischer Phosphate 
auskrystallisiert. Jedenfalls bewies dieser Befund, daB nicht ein- 
mal Adenin als solches in dem Alkoholniederschlag vorhanden war. 
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b) Das Filtrat vom Alkoholniederschlag. Das Filtrat 
von der mit Alkohol erzeugten Fiillung a) wurde im Vakuum 
bei niederer Temperatur eingeengt. Nach liingerem Stehen im 
Kiihlschrank bildet sich eine reichliche Krystallisation schéner, 
glasgliinzender Blittchen. Sie wurden von der Mutterlauge ab- 
getrennt, aus heibem Wasser umkrystallisiert und kamen nun in 
Form von zentimeterlangen, vollkommen farblosen prismatischen 
Nadeln wieder. Die Substanz sublimiert ohne Riickstand, liefert 
ein krystallinisches Sublimat und zu Husten reizende Diimpte 
von charakteristischem Geruch. Mit Ammoniak eingedampft und 
mit Zinkstaub erhitzt, entwickeln sich Diimpfe, die einen in kon- 
zentrierte Salzsiiure getauchten Fichtenspan intensivy réten. Nach 
all diesen Reaktionen schien es sicher zu sein, dab es sich um 
Bernsteinsiiure handelte. Bernsteinsiiure ist ja als Bestandteil des 
Fleischextraktes seit langer Zeit bekannt, vor vielen Jahren hatte 
gerade eine Arbeit von Kutscher und mir iiber das Vorkommen 
der Bernsteinsiiure im Fleischextrakt eine lange Reihe von iihn- 
lichen Arbeiten hervorgerufen.!) Aber die Identifikation der Sub- 
stanz als Bernsteinsiure wollte nicht gelingen. Der Schmelzpunkt 
unserer Krystalle blieb auch nach hiiufigem Umkrystallisieren 
konstant bei 100° und lieB sich auch auf keine Weise héher 
treiben (Schmelzpunkt der Bernsteinsiiure = 184°). Die Substanz 
verhielt sich beim Erhitzen auf dem Platinblech etwas anders als 
Bernsteinsiure, auch beim trocknen Erhitzen im Reagenzglas 
lieferte Bernsteinsiiure ein etwas anderes Sublimat als die vor- 
liegende Substanz, das Bleisalz verhielt sich anders, und als das 
Silbersalz analysiert werden sollte, zeigte sich, daB dies unméglich 
war, weil das Salz sofort explodierte. Dieses ganze Verhalten 
legte die Vermutung nahe, dab Oxalsiiure vorlag; eine Kohlen- 
wasserstoffbestimmung lieferte sofort den Beweis, da dies in der 
Tat der Fall war. 

5,209 mg brauchen 8,660 mg CO,, 2,230 mg H,O = 19,19°/, C 4,80°/, H 
4,936 mg 8,440 mg , 2,200mg ,, = 19,04°/, , 4,99°/, ,, 
Berechnet fiir C,O0,H, + 2H,O = 19,05°,, ,,  4,80°/, ,, 


Die Menge der Oxalsiiure, die ich erhalten habe, war recht 
betriichtlich, freiwillig waren 2,5 g auskrystallisiert. Als nun die 
Mutterlauge mit Ather extrahiert wurde, wurden noch weitere 3 g 


erhalten. In dem nunmebhr verbliebenen Rest des Filtrates b) 


1) Fr. Kutscher u. H. Steudel, Uber Methoden zur Begutachtung 
des Fleischextraktes, Diese Z. 38, 101 (1908). 
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befanden sich noch 2,09 g N und 7,60 g P. Mit ammoniakali- 
scher Silbernitratlésung konnten aus ihm 0,4 g freies Hypoxanthin 
gewonnen werden, 
2,050 mg brauchen 6,04 ecm n/100-H,SO, = 41,25°/, N 
2,120 mg - 6,28 ccm ™ = 41,43°/, ,, 
Berechnet fiir Hypoxanthin = 41,18°/, ,, 

Die Mutterlauge dieses Hypoxanthins lieferte eine weitere 
Krystallisation von 0,5 g, die aber noch unrein war und nur 
35,53°/, N enthielt. Kine weitere Aufarbeitung dieser Fraktion 
habe ich nicht versucht. | 

II. Die Fallung mit basischem Bleiacetat. Das Filtrat der Blei- 
acetatfiillung wurde mit basischem Bleiacetat véllig ausgefiallt, der 
Niederschlag ausgewaschen, aus ihm mit Schwefelwasserstoft das 
Blei entfernt. Dann wurde das Filtrat auf inosinsaures Barium 
verarbeitet und zum SchluB wurden 1,9 g sehr schén krystalli- 
sierende Substanz erhalten. 

5,995 mg brauchen 4,01 ccm n/100-H,SO, = 9,36°/, N 
5,950 mg m 8,95 cem ‘. = 9,29°/, ,, 
Berechnet fiir inosinsaures Barium = 9,06°/, ,, 

Aus der Mutterlauge lieBen sich noch 0,65 g als zweite 
Krystallisation erhalten. 

C. Kontrollversuche. Die erstmalige Auffindung der Oxalsiiure 
in solch groben Mengen als normaler Bestandteil lebendfrischer 
Muskeln war so auffallend, dab ich noch einige Kontrollversuche 
angeschlossen habe. Erstens sind alle in Betracht kommenden 
Reagentien auf Oxalsiiure gepriift; in keinem wurde Oxalsiure 
gefunden. Zweitens wurden 113 g Liebigs Fleischextrakt, so wie 
er im Handel zu haben ist, in dem von Kutscher und mir an- 
gegebenen Kxtraktionsapparat’) nach dem Ansiiuern mit Schwefel- 
siiure erschépfend mit Ather extrahiert. Das iitherische Extrakt 
wurde yom Ather befreit und mit Bleiacetat ausgefillt — milch- 
saures Blei ist verhiltnismiBbig léslich. Als das Filtrat der Fial- 
lung weiter untersucht werden sollte, zeigte es sich, daB es noch 
etwas Phosphorsiiure enthielt. Es wurde also ein zweites Mal mit 
Ather extrahiert, und das nunmehrige Extrakt vom Ather befreit; 
jetzt wurde in der Siedehitze mit Calciumchlorid unter Zusatz 
von Natriumacetat ausgefillt (bernsteinsaures Calcium ist léslich). 
Nach einigem Stehen erschienen die charakteristischen Krystalle 


!) Fr. Kutscher u. H. Steudel, Beschreibung eines Atherextraktions- 
apparates, Diese Z. 39, 473 (1903). 
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von Calciumoxalat — ein Beweis, daB also auch im Liebigschen 
Fleischextrakt Oxalsiiure vorhanden ist. 

D. SchluBbemerkungen. Es hat sich nach diesen Versuchen 
gezeigt, daB weder das Fischfleisch noch das Rindfleisch, so wie 
es im Handel greifbar ist, ein geeignetes Ausgangsmaterial fiir 
die Gewinnung der t-Adenylsiiure in gréBeren Mengen ist. Die 
Versuche diirfen nicht miBverstanden werden: es soll durchaus 
nicht bezweifelt werden, daB die t-Adenylsiiure primiir im Muskel 
vorhanden ist — es ist aber nicht gelungen, ihrer auf die be- 
schriebene Weise habhaft zu werden. Hahn hat nach seiner 
Methode 0,7 g rohes Bariumsalz aus 1 kg Muskelfleisch isoliert, 
wir hitten also 25,9 g bei der Verarbeitung von 37 kg erwarten 
diirfen, und es ist nicht anzunehmen, daf eine solche Menge sich 
dem Nachweis entzogen hat und bei der Verarbeitung yverschwunden 
ist, zumal wir sowohl inosinsaures Barium gefunden haben wie 
auch freies Hypoxanthin. Hat in dieser Beziehung die Unter- 
suchung nur bekannte Stoffe geliefert, so hat die getrennte Auf- 
arbeitung der Bleifraktionen zu einem bisher bei der Analyse 
von Muskelextrakten vollig iibersehenen Kérper gefiihrt, zur Oxal- 
siiure. Kinige Reaktionen der Substanz sind denen der Bern- 
steinsiiure tiiuschend ihnlich, die Sublimation, die Pyrrolreaktion, 
und wie oft mag schon hier ein Fehlschlu8 bei der Analyse vor- 
gekommen sein! Jedenfalls ist die Oxalsiure durch diese Unter- 
suchung als wichtiges Glied in dem Ablauf des Stoffwechsels im 
Muskel hingestellt worden. Ihre Menge ist durchaus nicht zu 
vernachlissigen: trotzdem die Extrakte nicht quantitativ in Hin- 
sicht auf die Oxalsiiure verarbeitet worden sind, ist doch immerhin 
eine Ausbeute von 5,5 g erhalten worden, das wiirde einem Gehalt 
von 0,14¢ pro kg frischer Rindermuskeln entsprechen. Vergleichs- 
weise auf einen Menschen von 75 kg Koérpergewicht iibertragen 
wiirde das bei 29,4 kg Muskulatur (Gesamtmuskulatur = 42°/, des 
KGrpergewichts) 4,12 g Oxalsiure ergeben. 

Die sehr nahe liegende Frage nach der Herkunft der Oxal- 
siiure ist nicht ohne weiteres zu beantworten. Ob sie ein Abbau- 
produkt der Milchsiiure ist oder direkt vom Glykogen stammt, 
ob sie mit dem EiweiB- und Fettstoffwechsel zusammenhiingt, 
kann jetzt nicht beantwortet werden. Man kann vorliiufig nicht 
einmal sagen, ob die Oxalsiiure ein' Endprodukt des Muskelstoff- 
wechsels ist oder vielleicht noch weiter oxydiert wird. Sollte 
Sauerstoffmangel der Grund ihres Vorkommens sein, so kann man 


nicht recht einsehen, warum dann gerade die Adenylsiiure so 
— 
‘ 
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auBerordentlich leicht oxydiert wird, wihrend das Adenin selbst 
doch schon des 6fteren als solches im Harn gefunden ist. Die 
iiblichen Versuche, ausgeschnittene Muskeln in einer Sauerstoft- 
atmosphiire arbeiten zu lassen, kénnen die natiirliche Sauerstoft- 
versorgung nur sehr unvollkommen nachahmen, denn der gasférmig 
angebotene Sauerstoff wird kaum dieselben physiologischen Funk- 
tionen an denselben Orten erfiillen kiénnen wie der den Zellen 
durch eine iiuBerst feine und empfindliche Regulation des Blut- 
stromes durch das Oxyhiimoglobin gelieferte. Hinzu kommt, daB 
im Gegensatz zur Kohlensiure der Sauerstoff schon in reinem 
Wasser ein sehr geringes Lésungsvermégen hat, ein noch viel 
geringeres in Salzlésungen wie Blut- und Zellplasma. 

So entstehen, nachdem man die Chemie und Dynamik des 
Muskelstoffwechsels fast abgeschlossen glaubte, eine ganze Reihe 
neuer Fragen, deren Bearbeitung interessante Resultate verspricht. 


Die Durchfiihrung der Versuche wurde mir erméglicht durch 
Mittel, die mir die Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft 
zur Verfiigung gestellt hat. Ich méchte ihr auch an dieser Stelle 
meinen ergebensten Dank sagen. 
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Untersuchungen iiber die Konstitution der Gallensduren. 
XLII. Mitteilung. 
Der Abbau der Lithobiliansaure. 
Von 
Heinrich Wieland, Elisabeth Dane und Erich Scholz. 


(Aus dem Chemischen Laboratorium der Bayer. Akademie der Wissenschaften zu Miinchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 9. August 1932.) 


Die vorliegende Untersuchung ist unternommen worden in 
der Absicht, von der Lithobiliansiiure aus mit den Mitteln der 
thermischen Zersetzung und der oxydativen Ringspaltung vom 
Ring I in iihnlicher Weise in den benachbarten Ring einzudringen, 
wie dies von der Desoxybiliansiiure aus bereits friiher geschehen 
war.’) Man hatte dort den Cyclopentanonring, zu dem Ring I 
verengert war, mit Permanganat an einem den beiden Ringen 
gemeinsamen tertiiren C-Atom aufgespalten und war so zu der 
viel untersuchten Diketo-dicarbonsiure ©,,H,,O, gekommen, die 
nach der jetzt von uns bevorzugten Formel durch den Ausdruck I 
darzustellen ist. 


‘ 12 C,H,-CO,H 
OC CH, 
"CH, O » CH, 
I Cc | | 
; 4H,C CH,CH CH—CH, CH, CH, 
a ae ia Y 
2H, Clo 8CH CH, U 
| B II 
~~ 
CH, HO,G 
Da bei dem nach verschiedenen Richtungen hin durchgefiihrten 
r Abbau dieser Siure Ring © ebenfalls geéffnet wird, so war es zur 


Gewinnung einer klaren Einsicht in die Verhiiltnisse der Ringe A 
und B notwendig, von einem im Ring C nicht substituierten Aus- 


a 





1) Diese Z. 108, 303 (1919). 
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gangsmaterial auszugehen, Ein solches bot sich in der Litho- 
biliansiure (II),}) 

Um diese in gréBerer Menge bisher schwer zugiingliche Ver- 
bindung zu bereiten, haben wir anfangs ein Verfahren durch- 
gearbeitet, das auf verhiltnismifbig einfachem Weg zur Lithochol- 
siiure fiihrte. Desoxycholsiiure wurde an C, acetyliert?), dann 
wurde die Carbinolgruppe an C,. zu CO dehydriert und der 
Sauerstoff iiber das Semicarbazon nach Kishner-Wolff durch 
Wasserstoft ersetzt. Bei dieser Operation wurde gleichzeitig die 
Acetylgruppe abgespalten. Spiiter gelang es Herrn Scholz, den 
auf analogem Weg bereits von Borsche®) durchgefihrten Uber- 
gang von Desoxy-biliansiiure in Lithobiliansiiure so ertragreich zu 
gestalten, daB wir die benétigte Lithobiliansiure nur noch nach 
diesem Verfahren herstellten. Zu erwiihnen ist hierbei, daB die 
Spaltung des Desoxybiliansiure-semicarbazons (in Gegenwart von 
Hydrazinhydrat) von einer sterischen Umlagerung an C; begleitet 
war, derart, daB neben Lithobiliansiiure betriichtliche Mengen 
Allo-lithobiliansiiure‘) erhalten wurden. Da beide Siuren 
bei der thermischen Zersetzung ein und dasselbe Cycloketon liefern, 
tat diese Begleiterscheinung dem priiparativen Effekt keinen Eintrag. 

Als die friiher beschriebene f-Desoxybiliansiiure®) in der’ 
gleichen Weise der Reduktion nach Kishner-Wolff unterworfen 
wurde, erhielt man nur Allo-lithobiliansiure (J. Montanes). 
Daraus geht hervor, daB die sterische Isomerie der beiden Desoxy- 
biliansiiuren auf ©, zuriickzufiihren ist. 

Die Ketocarbonsiiure C,,H,,O0, (IIl), das schon friiher be- 
schriebene Produkt der thermischen Zersetzung von Lithobilian- 
siiure ®) wurde, wie erwartet, durch Oxydation mit schwach alkalischem 
Permanganat in sehr glatter Reaktion zur Keto-dicarbonsiiure 
C,H 3,0, (LV) umgewandelt, die mit Hypobromit, ebenfalls ohne 
Schwierigkeit, zur Tetracarbonsiiure C,,H,,O, (V) aufgespalten 
werden konnte. Durch thermische Cyclisierung wurde aus V eine 
Keto-dicarbonsiiure C,,H,,O, erhalten, der, will man nicht eine 
Reaktion zwischen den beiden 1,8 stiindigen Carboxylen annehmen, 
keine andere Formel als VI gegeben werden kann. Ebenso ein- 
deutig ergibt sich fiir die aus VI durch weitere Oxydation hervor- 
gehende Tetracarbonsiiure C,,H,,0O, die Formel VII. Die Wieder- 


1) Diese Z. 110, 139 (1920). 2) Diese Z. 110, 151 (1920). 
8) Ber. chem. Ges. 55, 8328 (1922). *) Liebigs Ann. 447, 233 (1926). 
5) Diese Z. 177, 68 (1928). *) Diese Z. 110, 139 (1920). 
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holung der geschilderten Operation fiihrt weiter zur Brenzsiiure 
C,,H,.0, (VIL) und zur Tetracarbonsiiure ©,,H,,O, (LX). 


| | 
CH, CH, CH CH, CH, CH CH, CH, CH 
CH, C CH CH, C CH CH, C CH 
CO-——-CH CH, CO,H OC CH, CO,H CO,H CH, 
CH, CH, HOG 
III IV V 
| 
CH, CH, CH _ CH, CH; CH 
VI Pl i a ~— ag 
CH, C CH CH, C CH 
| | 
CO,H OC --———CH, CO,H = =CO,H CO,H 
| | 
CH, CH CH, CH 
’ a ‘ ae ee 
vit HO.c—C i 1x Ho. = rig 
CH, CO CH,  CO,H 
a | 
CH, CO,H 


Die Fortsetzung des bis zu dieser Stufe gefiihrten Abbaus blieb 
uns erspart, da sich die Siuren C,,H,,O, (VII) und ©,,H,,O, (LX) 
als identisch erwiesen mit 2 Siuren, die Windaus bei einem in 
anderer Weise vollzogenen Abbau vom Cholesterin her gewonnen 
hatte.') Windaus hatte, ausgehend von dem Oxydationsprodukt 
des Cholesterins mit Hypobromit?), einer ungesiittigten Dicarbon- 
siiure C,,H,,0O, (der sog. Diels-Siure) unter Isolierung mehrerer 
Zwischenprodukte eine Tricarbonsiiure C,,H,,0,%) erhalten, die 
durch energische Oxydation mit Chromsiure die Isopropylgruppe 
der Seitenkette verlor und dabei in die Siiure ©,,H,,O, iiberging, 
mit der sich unser Abbauprodukt VII als identisch erwies. Ferner 
hatte Windaus seine Tricarbonsiiure C,,H,,O, nach denselben 
Methoden, die bei uns in Anwendung kamen, iiber eine Brenz- 
siure ©,,H,,O, zur niichst niederen Tricarbonsiure ©,,H,,O, 
oxydiert*) und auch diese Siiure durch Abspaltung der Isopropyl- 
gruppe in die Tetracarbonsiiure ©,,H,,O, der Gallensiiurereihe 
umgewandelt. Auch mit dieser Siiture war unser Priiparat identisch. 


1) Ber. chem. Ges. 42, 3770 (1909); 45, 2451 (1912). 

2) Diels u. Abderhalden, Ber. chem. Ges. 36, 3177 (1903); 37, 
3092 (1904). “ 

8) Ber. chem. Ges. 41, 611 (1908); 45, 1316 (1912). 
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Wir konnten die beiden Siituren mit Priiparaten, die uns Herr 
Windaus geschickt hat, vergleichen. Wir haben noch die Methyl- 

or ay SS) vay . 2 ] \ » ar CTA + : » | 
ester der Siiuren C,,H,,O, und C,,H,,O, neu dargestellt, aus den 


Priiparaten von Windaus und aus den unsrigen. Die Identitit 
der beiden Siiurepaare steht auBer jedem Zweitel. 
Die erste Folgerung, die aus dieser Feststellung zu ziehen 
ist, ist die, daf die bisherige Auffassung, derjenige Ring im 
Cholesterin, der, dem sauerstoffbergenden Ring I benachbart, die 
Doppelbindung enthilt, sei der gleiche, der als der Fiinfring I] 
in der Molekel der Gallensiiuren angesehen worden war, auf- 
gegeben werden mub, . | 
Auf der Grundlage der friiheren Forme] miiBte nach unseren 
jetzigen Befunden, die unabweisbar in Ring IIT hineinfiihren, die 
Doppelbindung des Cholesterins in diesen Ring gelegt werden, 
unter gleichzeitiger Verlegung der OH-Gruppe. Aus Formel X 
fiir Cholesterin und der X entsprechenden ohne die Doppel- 
bindung fiir Lithocholsiiure lieBe sich der Abbau der beiden 
Reihen bis zu der Stufe, auf der er in den Siuren C,,H,,O, und 
o, H,,0, zusammenmiindet, leicht verstehen. Allein die Fort- 
fiihrung des Abbaus?) an der ©,,H,,O, entsprechenden Siiure 
C,,H,,0, der Cholesterinreihe kann von diesem Schema aus, nach dem 
C,,H,,0, durch den Ausdruck XI dargestellt werden miiBte, nicht 
mehr formuliert werden, wihrend die jetzt bevorzugte Formel ihm, 
abgesehen yon einigen hier nicht zu behandelnden Ejinzelheiten, 
gerecht wird. Nach ihr erhilt die Endsiure des Windausschen 
Abbaus ©,,H,,0,, fiir die als Analogon in unserer Reihe eine / 
Tricarbonsiiure C,,H,,O, zu erwarten wire, die Formel XII, die 
sich aus IX ohne weiteres ableiten labt. 





< Sametemanin terreno ae 


eens 





CH, CH, | | ! 
a ie HO.C7 CH, CH 
| cd | oe a I 
| + HOC HG CH 
a i a XI ‘2 gs i” | | Nt 
| | bias | | CO,H CO,H | 
HO sc | 
a HO,C~ ~~ 


Ks besteht aber auch so noch eine Unstimmigkeit fiir die 
liickenlose Herauslésung der hier untersuchten Zusammenhiinge. 
Nach den Arbeiten von Windaus gehért die Siiure von Diels, 
von der er bei dem oben behandelten Abbau ausgegangen ist, 








') Windaus, Rosenbach u. Riemann, Diese Z. 130, 113 (1923). 
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der Iso-Reihe an. Die hydrierte Siiure von Diels ist niimlich 
stereoisomer mit einer durch Oxydation von Koprosterin ent- 
stehenden Dicarbonsiiure. Die beiden Dicarbonsiiuren geben das- 
selbe Brenzketon. Durch oxydative Abspaltung der Isopropylgruppe 
wurde die Siiure aus Koprosterin in Lsolithobiliansiiure iiber- 
gefiihrt.4) In der Iso-Reihe muB nun Ring 1 im Sinne der 
Formel XIIT geéffnet sein. Der Abbau der Diels-Siiure, die man 
dann wohl gemif XIV darzustellen hiitte, kann aber, mag man 
die schlieBlich entstehende Siiure ©,,H,,O, auf die oder jene 
Weise zustande kommen lassen, me die Propionsiiure-Kette ent- 
halten, die aus unserem Abbau gemi® VIL unabweisbar hervor- 
zugehen scheint. Aus XIV wiirde eine der beiden Tetracarbon- 
siuren XV oder XVI, nie aber die der Struktur VII entstehen 
koénnen, 


| | 
CH, CH CH, CH 
HO,C—CH, 3 HO,C—CH, 3 
« aie i a 2 a ra . nl 
XII a XIV 4 r H 
CH CH, C CH, 
ot. Se HO,C—CH,~ —- “S= 
“« ~ CH, S ” CH 
| | 
CH, CH CH, CH 
CH,—C CH CH aad a 4 
XV “ XVI x—l 
ait | | Ps | 
CO,H CH,  CO,H (O,H  CO,H CH, 
| | 
CO,H CO,H 


Um schlieBlich die oben beiliiutig erwiihnte Méglichkeit einer 
Cyclisierung der 1,8 stiindigen Carboxyle von V, die auch von der 
Lithobiliansiiure aus zur Bildung einer Tetracarbonsiiure XVI 
fiihren und so die Unstimmigkeit kliren wiirde, ganz aus- 
zuschheBen, haben wir die vor einiger Zeit beschriebene Siiure 
C,,H,,0,*), die wir von der Diketodicarbonsiiure C,,H,,O, (1) aus 
ohne Brenzreaktion gewonnen haben und die sich ihrer Ent- 
stehung nach nur durch die Ketogruppe im Ring © von der zur 
Diskussion stehenden ‘l'etracarbonsiiure C,,H,,O, unterscheidet, 
tiber das Semicarbazon desoxydiert und auf diesem Wege die 
gleiche Tetracarbonsiiure C,,H,,O, wie von der Lithobiliansiiure 

) Ber. chem. Ges. 52, 170 (1919); Diese Z. 126, 277 (1923). 

*) Diese Z. 206, 238 (1932). 
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aus erhalten. Bei der Bildung der Ketosiiure aber kann irgendeine 
Umformung der Propionsiiurekette nicht vor sich gegangen sein. 

Zu Beginn dieser Untersuchung diskutierten wir noch Ring I als 
Siebenring. Wir wollten priifen, ob nicht unter energischen Bedingungen 
die von Windaus und Dalmer') vom Cholesterin aus dargestellte Dicarbon- 
siiure C,,H,,0, tiber das Anhydrid hinaus in cin cyclisches Keton iiber- 
gefiihrt werden kénne. Da dies nicht gelang, beschreiben wir im Versuchs- 
teil nur ganz kurz unsere Erfahrungen bei der Gewinnung dieser Siure. 


Darstellung von Lithocholsaure aus Desoxycholsaure. 

Acetyl-desoxycholsiure. 200 g Desoxycholsiiure werden 
in 600 ccm Eisessig + 60 ccm Essigsiiureanhydrid gelést und 
3 Stunden unter RiickfluB gehalten, Die abgekiihlte Lésung wird 
in diinnem Strahl in das 4fache Volumen Eiswasser eingeriilrt, 
die in Flocken ausgeschiedene Substanz wird abgesaugt, gut mit 
Wasser gewaschen und sofort in Ather aufgenommen. Die mit 
Natriumsulfat kurz getrocknete Liésung dampft man auf ein kleines 
Volumen ein. Es erfolgt bald Krystallisation in glasklaren Rhom- 
hoedern. Ausbeute 73 g Monoacetylsiiure, die 1 Mol Krystall- 
iither enthilt. Schmelzp. 112—115° (unter Schiiumen). Der In- 
halt der Atherlésung liBt sich wieder zu Desoxycholsiiure ver- 
seifen, 

3-Acetoxy-12-keto-cholansiure’). 100 g Acetyl-desoxy- 
cholsiiure (mit Krystallither) werden in 600 ccm Eisessig gelést. 
Dazu gibt man, durch Kiihlung die Temperatur bei 20—30° 
haltend, in Verlauf von einer Stunde 20 g CrO,, in 40 cem Wasser 
und 40 cem Kisessig gelést. Hierauf lift man die Lésung noch 
1 Stunde stehen, reduziert die tiberschiissige Chromsiure mit SO, 
und gieBt in die 38fache Menge Wasser. Das trockene Rohpro- 
dukt wird aus EKisessig umkrystallisiert, dem man in der Hitze 
etwas Wasser zufiigt. Ausbeute 77g vom Schmelzp. 197°. 


4,885 mg Subst.: 13,017 mg CO,, 4,155 mg H,0. 
C,,H,,O, (432) Ber. C 72,22 H 9,25 Gef. C 72,67 H 9,50. 


3-Acetoxy-12-keto-cholansiure-semicarbazon. 81g 
der acetylierten Keto-siiure werden in 540 ccm Alkohol mit dem 
aus 40,5 ¢ Chlorhydrat + 54g kryst. Natriumacetat  bereiteten 
Semicarbazid durch 10stiindiges Kochen auf dem Wasserbad um- 
gesetzt. Das auskrystallisierte Rohprodukt vom Schmelzp. 194/195° 


1) Ber. chem. Ges. 52, 166 (1919). 
*) L. Cerecedo, Dissert. Techn. Hochsch. Miinchen 1921. 
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(Zers.) ist direkt zur weiteren Verarbeitung geeignet. Aus- 
beute 83 g, 

Lithocholsiure. Je 30g Semicarbazon werden im Auto- 
klaven 6 Stunden lang mit der Lésung von 80g Natrium in 
350 ccm abs. Alkohol auf 170—180° erhitzt. Nach dem Erkalten 
wird der Krystallbrei des Na-Salzes aus dem Kinsatzglas mit 
Wasser herausgespiilt und der Alkohol verdampft. Das in feinen 
Nadeln auskrystallisierte Lithocholat wird abgesaugt und, in 
heiBem Wasser suspendiert, mit verd. Salzsiiure zerlegt. Die ab- 
gesaugte und getrocknete Rohsiure hat bereits den Schmelzpunkt 
180—184°, der nach einmaligem Umkrystallisieren der Substanz 
auf 186° steigt. Aus 250 ¢ Semicarbazon werden 120 ¢ reiner 
Lithocholsiure erhalten, tiber 60°/, d. Th. 


Lithobiliansaure aus Lithocholsaure. 


12 g Lithocholsiiure werden in 40 ccm heibem Eisessig ge- 
lost; dann kithlt man ab und fiigt 40 ccm Salpetersiiure (D 1,4) 
hinzu. Die Oxydation kommt alsbald von selbst in Gang, die 
Temperatur steigt auf 75—80°; die heiBe Mischung krystallisiert 
zu einem Brei von Lithobiliansiure. Man hilt noch 3/, Stunde 
auf dem siedenden Wasserbad, fiigt zur heiBen Suspension 40 ccm 
Wasser zu und wiischt die nach dem Absaugen erhaltene Siiure 
mit 50°/jiger Kssigsiure. Die getrocknete Rohsiure wird mit 
Ather gewaschen und aus Eisessig umkrystallisiert. Schmelz- 
punkt 279°. Fiir die thermische Zersetzung mu die Lithobilian- 
siiure in vollig reinem Zustand benutzt werden. Man erhilt aus 


’ 


120 g Lithocholsiiure (in 10 Portionen verarbeitet) 66 g reinster 
Lithobiliansiure. 


Iso-lithobiliansdéure (L. Maiweg). Die Iso-siiure ist bei der Oxy- 
dation der Lithocholsiure noch nicht erhalten worden. Borsche') hat sie 
zuerst aus Iso-desoxybiliansiure durch Clemmensen- Reduktion dargestellt. 
Sie ist viel leichter léslich als die normale Siure und wird in einer Menge 
von 15—20°/, der eingesetzten Lithocholsiure aus den Salpetersiiure-Mutter- 
laugen, die man stark verdiinnt, und aus der bei der Reinigung der rohen 
Lithobiliansiure anfallenden Atherlésung gewonnen. Reinigung iiber das 
schwer lésliche Ba-Salz. Schmelzpunkt der aus Eisessig umkrystallisierten 
Siure bei 262°. Durch thermische Zersetzung wurde die bei 166—168° 
schmelzende Brenzsiure, die bereits Windaus beschrieben hat, gewonnen. 





1) Ber. chem. Ges. 55, 3330 (1922). Vgl. auch Windaus u. Rie- 
mann, Diese Z. 126, 277 (1923); Liebigs Ann. 447, 252 (1926). 
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Lithobil:ansaure aus Desoxybiliansdure nach Kishner- Wolff. 
30 g des Semicarbazons, nach der Vorschrift von Borsche!) dar- 
gestellt, werden mit 25 g¢ Natrium in 250 ccm abs. Alkohol und 
10 ¢ Hydrazin-hydrat zuniichst 75 Minuten auf 175—180° ge- 
halten. Dann liBt man auf 70° abkiihlen, 1i8t den Uberdruck 
ab, und erhitzt noch weitere 4 Stunden auf 180° Beim Erkalten 
hat sich ein farbloser Krystallbrei abgeschieden. Man nimmt in 
Wasser auf, fillt durch EingieBen in verdiinnte Siiure die freie 
Siiture aus und trocknet. (24 g Rohprodukt.) Durch Auskochen 
mit Ather lést man einige Schmieren heraus und krystallisiert 
aus EKisessig die darin recht schwer liésliche Lithobiliansiiure um. 
Die Eijsessig-Mutterlaugen werden in der Hitze mit Wasser an- 
gespritzt. Es krystallisiert ein Gemisch von Lithobilian- und 
Allo-lithobiliansiiure, das ohne weitere Reinigung zur Brenz- 
reaktion verwandt werden kann. Ausbeute im ganzen etwa 60°/). 

Reduktion der $-Desoxybilianséure zu Allo-lithobiliansaure (be- 
arbeitet von J.Montanes). 10g f-Desoxybiliansiiure wurden mit 
einer alkoholischen Lésung von Semicarbazid, die aus 10 g Semi- 
carbazid-chlorhydrat und 10 g Natriumacetat bereitet war, durch 
8 stiindiges Kochen zur Umsetzung gebracht. Das ausgefallene 
pulvrige Semicarbazon erhitzt man im Autoclaven mit einer Lésung 
von 10g Natrium in 150 ccm absolutem Alkohol 21/, Stunden auf 
175 bis 180°. Der beim Erkalten abgeschiedene Krystallbrei wird 
abgesaugt, und zur freien Siiure umgesetzt. Das trockene Pulver 
ist fast ganz in Ather léslich. Beim Stehen scheidet sich aus 
der Liésung das Reduktionsprodukt krystallin ab. Zur Reinigung 
mu noch 6fters aus verdiinnter Essigsiiure und zuletzt aus Essig- 
ester umkrystallisiert werden. Schmelzp. 213° Mischprobe mit 
der gleichschmelzenden Allo-lithobiliansiiure von Wuindaus.?) 
Ausbeute etwa 40°/). 

4,225 mg Subst.: 10,525 mg CO, und 3,43 mg H,0O. 

C,,Hy,0, (422) Ber. C 68,24 HI 9,00 
Gef. ,, 67,92 » 9,02. 

Der Methylester krystallisiert aus Ather—Petrolither in 
charakteristischen gekreuzten zugespitzten Stiibchen, ebenso wie 
der Allo-lithobiliansiure-ester von Windaus. Schmelz- und 
Mischschmelzpunkt bei 101°. 

Brenz-lithobiliansdure (III). Im Siibelkolben wird ganz reine 
Lithobiliansiiure in Mengen von je 10—15 g bei 280—295°/12 mm 


1!) Ber. chem. Ges. 55, 3328 (1922). 
2) Liebigs Ann. 447, 233 (1926). 
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im Verlauf von 2—2!/, Stunden zersetzt. Die Brenzsiiure destilliert 
an die aus dem Bad herausragenden Teile des Kolbens und in 
dessen Hals und es bleibt nur ein ganz geringer Riickstand 
am Boden. Man krystallisiert direkt aus 80°/,iger Essigsiiure um 
und erbilt so ein fiir die Weiterverarbeitung schon geeignetes 
Produkt vom Schmelzp. 197—200° (anstatt 200—201°).') Aus 
66 g Lithobiliansiiure wurden 48 ¢ Brenzsiiure gewonnen. 

Keto-dicarbonsaure C,,H,,0, (IV). 8g Brenz-lithobiliansiiure 
werden in 12 com 2n-NaOH + 600 ccm Wasser auf dem Dampf- 
bad geliést; die Lésung soll gegen Phenolphthalein schwach alka- 
lisch reagieren. In die auf 20° abgekiihlte Lésung, die wegen 
der Ausscheidung des schwer lislichen Na-Salzes gallertig wird, 
liBt man unter dauerndem Umschwenken des Kolbens im Laut 
einer Stunde 112 cem 5°/, iger Kaliumpermanganatlésung  ein- 
laufen. Die Temperatur wird auf 15—20° gehalten. Anfangs 
wird das Oxydationsmittel ziemlich rasch verbraucht; nach 
15stiindigem Stehen ist alles entfiirbt. Man list nun den Braunstein 
in Natrium-bisulfit, fillt in der Kiilte mit verdiinnter Salzsiiure 
aus und nimmt die organische Siiure in Ather auf. Der Riick- 
stand der eingedampften Atherlésung wird aus Essigester um- 
krystallisiert. Diinne, an den Enden lanzettformig zugespitzte, 
zu Rosetten angeordnete Prismen vom Schmelzp. 187°. Ausbeute 
65—70°/, d. Th. Aus 48g Brenzsiiure wurden 36 ¢ Keto-di- 
carbonsiure erhalten. 

4,953 mg Subst.: 12,775 mg CO,, 4,09 mg H,0. 

Cy5Hy,05 (392) Ber. C 70,36 H 9,25 
Gef. ,, 70,34 ,, 9,24. 
Titration: 30,2 mg Subst.: 2,76 ccm 0,0555 n-NaOH. 
Aquival. (2-bas.) Ber. 196. Gef. 197. 

Tetra-carbonsaure C,,H,,0, (V). 6 ¢ Keto-dicarbonsiiure IV 
laBt man, in 60 ccm n/1-NaOH gelést, nach Zugabe von 3860 ccm 
einer 0,4n-Hypobromitlésung (aus 3,6 ccm Br, und 360 ccm n/1- 
NaOH _ bereitet) 12 Stunden lang bei Raumtemperatur  stehen. 
Nach dieser Zeit sind 6 Aquivalente Sauerstoff verbraucht. Der 
UberschuB an Hypobromit wird mit schwefliger Shure zerstirt, 
dann siuert man mit verdiinnter Salzsiiure an und nimmt 
die harzig ausfallende Siure in Ather auf. Der gelbliche Harz- 
riickstand vom Ather wird in wenig Essigester aufgenommen, 
worauf bald die Krystallisation einsetzt. Langgestreckte Nadeln 
vom Schmelzp. 168—169° (unter Aufschiiumen), die Krystall-Kssig- 


1) Diese Z. 110, 140 (1920). 
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ester enthalten. Ausbeute 57—60°/, d. Th. Der Essigester wird 
heim Trocknen der Siiure i. V. bei 100° nicht abgegeben. 


5,098 mg Subst.: 11,470 mg CO,, 3,78 mg H,0. 
Cy,H,,0, + C,H,O, (440 + 88) Ber. C 61,32 H 8,39 
Gef. ,, 61,36 , 8,30. 


Titration: 16,0, 23,0 mg Subst.: 1,27, 1,77 cem n/10-NaOH. 
Aquival. (528/4). Ber. 132, Gef. 126, 130. 

Die Tetra-carbonsiiure-C,,H,,O, kann auch durch Oxydation 
der Keto-dicarbonsiiure mit Salpetersiiure bequem dargestellt 
werden, Man triigt 1 ¢ Keto-dicarbonsiiure in 4 cem rauchende 
Salpetersiiure (D 1,52) und halt durch Kiihlung die Temperatur 
unter 30°, Nach dem Stehen tiber Nacht wird die hellgelb ge- 
wordene Liésung mit dem gleichen Volumen Wasser verdiinnt. 
Der kérnige Niederschlag wird abgesaugt, gewaschen, getrocknet 
und aus Kssigester umkrystallisiert. Prismatische Nadeln vom 
Schmelzp. 168—169°, identisch mit der Tetracarbonsaure C,H, O,. 

Keto-dicarbonsaure C,,H,,0, (VI). In einem kleinen Schwert- 
kolben wird die Tetracarbonsiiure in Mengen von nicht mebr als 
3g¢ geschmolzen, wobei der Essigester in die Vorlage destilliert. 
Sobald das Schiiumen aufgehért hat, erhitzt man im Vakuum aut 
270—290°. Die Reaktion ist nach 11/, Stunden beendet, der 
Kolbeninhalt, ein bernsteingelbes, klares Harz, wird nach dem 
Krkalten mit 80°/, iger Kssigsiiure herausgelést; daraus fallt man 
mit Wasser die Siure wieder aus, die im Vakuumexsikkator ge- 
trocknet wird. Sie wird aus Hssigester, in dem sie ziemlich schwer 
lislich ist, zu sphirisch begrenzten Prismen vom Schmelzp. 167 
bis 168° umkrystallisiert. Ausbeute 70—75°/, d. Th. 

4,201 mg Subst. (bei 140° i. V. getr.): 10,74 mg CO,, 3,38 mg H,O. 

C,,H,,0, (378) Ber. C 69,79 H 9,06 Gef. C 69,75 H 9,00. 

Titration. 44,0 mg Subst.: 2,38 cem n/10-NaOH. 

Aquival. Ber, 189 Gef. 189. 


Die Gewichtsabnahme der Tetracarbonsiiure bei der Brenzreaktion 
(CO,+ H,O + CH,+-CO,C,H,) betrug in 4 Versuchen 25,8, 26,4, 27,5, 27,1°/,, 
wiihrend sich 28,4°/, berechnen. 

Tetra-carbonsdure C,,H,,O, (VII). 3g der Keto-dicarbonsiiure 
C,,H,,0, werden in 36 cem n/1-NaOH gelést und bei 15—20° 
in Anteilen mit 60 ccm einer 5°/, igen Kaliumpermanganatlésung 
versetzt. Nach 15 Stunden wird der Braunstein mit SO, gelést, 
dann wird angesiiuert und ausgeiithert. Aus der kurz mit Calcium- 
chlorid getrockneten Lésung scheidet sich die neue Siure beim 
Kindunsten in Krystallkrusten (2,5 g) ab. Zur Analyse wurde aus 
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sehr verdiinnter Essigsiiure umkrystallisiert. Beim langsamen Ab- 
kiihlen erhilt man lange spitze Nadeln vom Schmelzp. 194° (Zers., 
Sintern ab 190°), die 1 Mol H,O enthalten. 
4,515 mg Subst. verloren i.V. bei 120° 0,175 mg. 
Ber. 1H,0 4,06 Gef. H,O 3,87. 
4,340, 3,937 mg Subst.: 9,920, 8,960 mg CO,, 3,24, 2,89 mg H,0O. 
CyoH,,0, (426) Ber. C 61,95 H 8,04 
Gef. ,, 62,34, 62,07 ,, 8,16, 8,21 
Titration. 9,8mg Subst. (exsikkatortrocken): 1,61 cem, 0,0555 n-NaOH, 
Aquival. (444/4) Ber. 111 Gef. 110. 

In heiBem Wasser ist die Siiure leicht léslich und kommt aus 
der heiBen Liésung beim raschen Erkalten zuerst élig, beim An- 
impfen in liinglichen Sechsecken und in unregelmifigen Tateln. 
Diese Formen sind frei von Krystallwasser'.) Die Siiure stimmt 
in Wasserliéslichkeit, Krystallform, Schmelzpunkt (Mischprobe) mit 
der von Windaus®*) beschriebenen Siiure aus Cholesterin iiberein 
Zum Vergleich diente uns die Siiure, die wir aus einer Probe ihres 
sauren Rubidiumsalzes, von Herrn Windaus treundlichst zur Ver- 
fiigung gestellt, isolierten. 

Der Methylester, mit Diazomethan dargestellt, krystallisiert 
aus verd, Methylalkohol in wattigen Nadeln vom Schmelzp. 75°, 
ohne Depression mit dem aus der Siiure von Windaus dar- 
gestellten Ester, der denselben Schmelzpunkt zeigte. 

4,600 mg Subst. (bei 60° i. V. getr.): 10,910 mg CO,, 3,66 mg H,O. 
4,024 mg Subst.: 7,49 mg AgJ. 

C,,H,.0, (482) Ber. C 64,49 H 8,70 40CH, 25,7 
Gef. ,, 64,68  ,, 8,86 ~ sen 

Keto-dicarbonsdure C,,H,,0, (VIII). 2 g Tetracarbonsiiure 
C,,H,,0, werden in einem gut isolierten Knierohr, das oberhalb 
des Metallbadspiegels einen eingeschmolzenen ringformigen Glaswulst 
hat (um das Uberschitumen des Destillats zu verhindern), ve- 
schmolzen. Die Substanz schiiumt bei weiterem Erhitzen, das 
deshalb langsam erfolgen mu, sehr stark. Bei 320° destilliert 
im Hochvakuum ein gelbes Harz (etwa 70 °/,) in 30 Minuten iiber. 
Ks wird mit Ather herausgelést und nach dem Entfernen des 
Athers aus heiBem Kisessig, den man vorsichtig mit wenlg 
Wasser anspritzt, umkrystallisiert. Lange, spitze Nadeln yom 
Schmelzp. 168°. 





) 4,075 mg Subst. (langsam gekiihlt) verloren bei 120° i. V. 0,138 mg. 
4,401 mg ,, ~ (schnell gekiihlt) - » 120°i. V. 0,014 mg. 
*) Ber. chem. Ges. 42, 3770 (1909). . 
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4,788 mg Subst. verloren bei 110° i.V. 0,146 mg. 


Ber. 1H,0 4,71 Gef. H,O 3,05. 
4,642 mg Subst.: 11,770 mg CO,, 3,72 mg H,0. 
C,,H,,0, (364) Ber. C 69,23 H 8,80 Gef. C 69,16 H 8,96. 


Tetra-carbonsdure C,,H,.O, (IX). 0,5 g reine Siure VIII 
wird mit 1,5 cem Salpetersiiure (D 1,4) iibergossen. Auf dem 
Wasserbad tritt kriftige Reaktion ein. Schon nach 5 Minuten 
hbeginnt die neue Siiure sich krystallin abzuscheiden. Nach 
'/, Stunde wird mit Wasser ausgefiillt und getrocknet. Beim An- 
reiben des Rohproduktes mit Ather erhilt man 0,3 g farblose 
Krystalle, die schon beinahe rein sind. Zur Analyse wurde aus 
verd, Essigsiiure umkrystallisiert. Prachtvolle Rhomben vom 
Schmelzp. 184° (Aufschiiumen, Sintern ab 181°). 

Die Siiure hilt 1 Mol Krystallwasser so fest gebunden, dab 
es erst bei 150°i.V. zusammen mit 1 Mol Konstitutionswasser 
(wohl Anhydridbildung) weggeht. Bei 90° 1.V. getr. nur ganz ge- 
ringe Abnahme. 

4,556 mg Subst.: 9,735 mg CO,, 3,30 mg H,0. 

C,,H,,0,°H,O (480) Ber. C 58,55 H 7,90 Gef. C 58,27 H 8,10. 

Bei 120° i. V. konnte auch nach 10stiindigem Trocknen 
Gewichtskonstanz nicht erreicht werden, dagegen bei 150°. 

4,795 ing verloren dabei 0,405 mg. 

Ber. 2H,O 8,37  Gef. H,O 8,45. 

4,390 mg Subst.: 10,270 mg CO,, 3,06 mg H,0O. 

C,H, 394) Ber. © 63,96 Hi 7,61 Gef. C 63,56 H 7,77. 

Titration. 10,1 mg Subst. (bei 90°i.V. getr.): 1,69 cem 0,0555 n-NaOH. 

Aquival. (430/4) Ber. 107 Gef. 108. 

Kin Originalpriiparat der Siiure C,,H,,0, aus Cholesterin ’), 
fiir das wir Herrn Windaus bestens danken, krystallisierte aus 
verd. Essigsiiure ebenfalls in den charakteristischen Rhomben oder 
Wiirfeln, wie unsere Siiure. Schmelzp. 184°, Sintern ab 180° 
Keine Depression. Auch die Siiure von Windaus gab bei 90° 1. V. 
ihr Krystallwasser nicht ab. 

4,071 mg Subst.: 8,730 mg CO,, 2,92 mg H,0O. 

C,,H,.0,-H,O Ber. C 58,55 HH 7,90 Gef. C5848 H 8,03. 

Methylester der Saéure C,,0,,H,. [argestellt mit Diazomethan. 
Krystallisiert aus verd. Methanol in seidegliinzenden Nadeln vom 
Schmelzp. 84°, 


haa. O. 
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4,407 mg Subst. (bei 45° i. V. keine Abnahme): 10,8370 mg CQO,, 
3,43 mg H,O. — 3,765 mg Subst.: 7,29 mg AgJ. 

C.;H,,0, (468) Ber. C 64,10 H8,55 40CH, 26,5 
Gef. ,, 64,17 » 8,70 99 25,58 . 

Die Saéure aus Cholesterin lieferte mit Diazomethan den 
gleichen Ester. Aus verd. Methanol glinzende Nadeln vom 
Schmelzp. 84°. Keine Depression mit dem Ester der aus Lithochol- 
siiure bereiteten Siure. 

Reduktion der Keto-tetracarbonsaure C,,H,,0, zur Saure C,,H,,0.. 
1,1 g der reinen Siure werden mit 20 ccm einer alkoholischen 
Lésung von Semicarbazid, die man durch Verreiben von 1 g 
Semicarbazid-chlorhydrat mit 1 g wasserfreiem Natriumacetat er- 
halten hat, 4 Stunden zum Sieden erhitzt. Gleich bei Zugabe 
der Liésung schied sich ein Pulver ab. 

Das rohe Semicarbazon wird mit einer Loésung von 1 g 
Natrium in 30 ccm abs. Alkohol und 1 ccm Hydrazin-hydrat im 
Autoklaven 5 Stunden auf 175—180° erhitzt. Beim Erkalten hat 
sich ein Natriumsalz abgeschieden, das abgesaugt und unter 
Ather angesiiuert wird. Die Lisung wird kurz getrocknet, und 
der Ather verdampft. Die farblose Siure wird in wenig Kisessig, 
dem man vorsichtig Wasser zusetzt, aufgenommen. Erst nach 
2 tiigigem Stehen haben sich 300 mg Krystalle vom Schmelzp. 184 
bis 188° abgeschieden. Man kocht mit Essigester aus und 
krystallisiert noch zweimal aus verd. Essigsiiure. Mit der Siure 
C,.H,,0, vollkommene Ubereinstimmung in Krystallform, Lislich- 
keitsverhiltnissen, Schmelzpunkt und Mischprobe, Krystallwasser- 
gehalt. 

4,679 mg Subst. (langsam gekiihlt) verloren i. V. bei 120° 0,182 mg. 

Ber. 1H,O 4,06 Gef. H,O 3,89. 

4,067 mg Subst.: 9,230 mg CO, und 2,95 mg H,0. 

C,.H,,0, Ber. C 61,95  H 8,04 Gef. C 61,89 H 8,12. 

Der Methylester ist ebenfalls in jeder Beziehung identisch. 
Schmelzp. 74°. Mischprobe. 

Oxydation des Ketons C,,.H,,0 aus Cholesterin zur Saéure C,,H,,0,. 
Bei Versuchen, das Keton nach der Vorschrift von Windaus') 
zu oxydieren, wurden immer, auch bei vielfacher Anderung der 
Bedingungen, gelbe stickstoffhaltige Produkte, die nicht zur 
Krystallisation zu bringen waren, isoliert. Erst eine Reinigung 
iiber das Anhydrid ergab brauchbare Resultate: 

1) Ber. chem. Ges. 52, 166 (1919). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXI. 18 
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3 g Keton werden genau nach Vorschrift 30 Minuten mit einer Mischung 
von 20 cem ausgefrorenem Eisessig und 20 ccm Salpetersiure (D 1,48) bei 
75—80° oxydiert. Dann versetzt man tropfenweise mit Wasser und saugt 
nach dem Erkalten das ausgefallene gelbe Pulver ab. Es ist leicht léslich 
in Ather und in Benzol. Mit Diphenylamin starke Blaufirbung. Zur 
Reinigung wird in Eisessiglésung mit Zinkstaub gekocht. Bei Zusatz von 
Wasser fiillt eine farblose Substanz, die jetzt keine Diphenylaminreaktion 
mehr gibt. Durch Umfillen aus Natronlage wird vom Zn befreit. Schmelz- 
punkt des Rohproduktes 220—225° unter Braunfirbung. 

Je 250 mg werden im Schwertkolben im Vakuum destilliert. Bei 260° 
geht langsam, ab 300° schneller ein hellgelbes Ol iiber, das im Ansatz gleich 
zu langen Fasern erstarrt. Aus Petrolither krystallisieren lang gestreckte, 
scharf abgeschnittene Prismen vom Schmelzp. 153°, wie angegeben. Man 
erhilt auch das krystallisierte Anhydrid, wenn man das Rohprodukt der 
Oxydation mit Essigsiureanhydrid kocht. 

100 mg des Anhydrids wurden im Stickstoffstrom unter Vorlage von 
Barytwasser erhitzt. Erst ab 360° beginnt CO,-Entwicklung, und iiber 
400° destilliert ein gelbes Ol, das mit Ather herausgelést wird. Beim 
Kochen mit Semicarbazid in Alkohol konnten keine Krystalle erhalten 
werden. Es wurde nicht die geringste Andeutung fiir die Bildung eines 
monomolekularen Ketons beobachtet. 
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Chemische Untersuchungen itiber das antiskorbutische Vitamin. 
Ill. Mitteilung. 


Von 
Ottar Rygh und Aagot Rygh. 


Mit 1 Figur im Text. 


(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Oslo 
und dem Staatlichen Vitamininstitut, Skéyen bei Oslo.) 


(Der Redaktion zugegangen am 11. August 1932.) 


Unter den Beobachtungen, woriiber in unserem vorigen Aul- 
satze!) berichtet wurde, fanden folgende Beobachtungen keine 
befriedigende Erklirung: 

1. Selbst bei Zulage einer optimalen Tagesgabe Methyl- 
nornarkotins starben die skorbutig ernihrten Meerschweinchen 
nach etwa 4 Wochen, jedoch skorbutfrei. 

2. Das antiskorbutisch wirkende Methylnornarkotin konnte 
bei solchen Temperaturen (etwa 100°) dargestellt werden, wo 
nach den Erfahrungen vieler Forscher die Vitaminwirkung eigent- 
lich hitte zerstért werden miissen. 

3. Die nétigen Dosen dieses Stoffes waren relativ groB (20 
bis 30 y beim Meerschweinchen pro Tag), was vielleicht mit dem 
unter Punkt 2 Angefiihrten zusammenhiinegt. 

4, Das antiskorbutische Vitamin lieB sich aus neutralisiertem 
Saft mit Ather ausschiitteln, obschon man eigentlich durch das 
Vorhandensein der freien Hydroxyle eine nur geringe Ather- 
léslichkeit desselben annehmen miiBte. Das freie Methylnornar- 
kotin ist in Ather unldslich. 

5. Das Methylnornarkotin hat ein Wirkungsoptimum. Ein 
direktes Analogon hierzu ist nicht bekannt. Immerhin hat 
Ohnell’) zusammen mit Westin und Hjarre unabhiingig von 
uns etwas Ahnliches in Meerschweinchenversuchen mit Apfelsinen- 
saft beobachtet. 

6. Das ultraviolette Licht vermochte in geringem Ausmafe 
das Narkotin antiskorbutisch zu aktivieren. Abmethylierende 
Kigenschaften des Ultraviolettlichtes waren bisher nicht beschrieben. 





1) II. Mitteilung. Diese Z. 204, 105—122 (1932) 
*) Arch. Verdgskrkh. 51. 281 (1932). 
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Wir haben wiahrend des vergangenen Friihlings versucht, 
{rklirungen fiir die entstandenen Fragen zu finden. Die Ver- 
bffentlichungen der Forscher mehrerer anderer Laboratorien }) 
veranlassen uns, schon jetzt iiber einige unserer weiteren Ver- 
suche zu berichten. Die Frage, warum die Versuchsmeerschwein- 
chen selbst mit Zulage von Methylnornarkotin nicht am Leben 
erhalten werden kénnen, ist bei weitem die wichtigste. Wir 
wollen deshall zuniichst iiber unsere Versuche zur Klirung dieser 
Frage berichten. 

Die Zulage von denaturiertem Saft, die wir zu allererst ver- 
suchten, erwies sich bei lingerer Versuchsdauer als nicht sehr 
giinstig. Teils wurde 6fters das Vitamin © nicht vollkommen 
zerstért, teils wurden diejenigen Stoffe; die wir gerade zu be- 
halten wiinschten, bei der Denaturierung vernichtet. Wir ver- 
suchten dann Zulagen von bestrahltem Ergosterin (Vigantol) und 
Carotin (British Drug Houses), die hierbei erzielte Besserung 
war aber nur gering.) 

Wir zogen dann die Theorien Zilvas iiber die Komplex- 
natur des C-Vitamins in Erwiégung. Auf Grund zahlreicher 
experimenteller Untersuchungen?) yertritt Zilva die Ansicht, 
das C-Vitamin werde von zwei Stoffen begleitet, die auf ihn eine 
gewisse Schutzwirkung ausiiben. Der eine von diesen Begleit- 
stoffen wird ,reduzierendes Prinzip“ genannt, seine Schutz- 
wirkung wird seinem Reduktionsvermégen zugeschrieben. Der 
andere Begleitstoff soll sehr wirmeempfindlich sein. Das C-Vi- 
tamin selbst wird als relativ bestiindig gegen hédhere 'l'em- 
peraturen aufgefaBt. Wenn aber die Wirkungen des zweiten 
Schutzstoffes durch Einwirkung héherer Temperaturen zerstért 
sind, ist auch die Unbestiindigkeit des C-Vitamins selbst in 
hohem MagBe gesteigert. Es soll sogar gelingen, durch Zusatz 
bei hoher Temperatur autoklavierten Zitronensaft zu _ frischem 
Zitronensaft das C-Vitamin dieses letzteren unbestiindiger zu 
machen. Ansichten iiber die Komplexnatur des C-Vitamins 


!) C. G. King, Science 75, 357 (1932). — Svirbely u. King, J. of 
biol. Chem. 94, 483 (1932). — Smith u. King, ebenda 94, 461 (1932). — 
Waugh u. King, ebenda 97, 325 (1932). — Szent-Gyérgyi, Dtsch. 
med. Wschr. 58, 852 (1932). — Derselbe, Biochemic. J. 22, 1387 (1928). 
— Derselbe, Nature April 1932. — Dalmer u. Moll, Diese Z. 209, 211 
(1932). — Ott u. Packendorf, Diese Z. 210, 94 (1932). 

2) Biochemie. J. 21, 689 (1927); 22, 783 (1928); 23, 1199 (1929); 24, 
1886 (1930). — Proceed. Royal Soc. of Medicine 18, 1 (1925). 
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wurden auch von Scotti-Foglieni}, Randoin und Lecog?), 
sowie von Bezssonoff*) auf Grund experimenteller Arbeiten 
ausgesprochen. Diese Forscher sind der Ansicht, daB sich dieses 
Vitamin aus zwei Komponenten, Vitamin C, und Vitamin C, zu- 
sammensetzt. Die eine Komponente soll bestiindiger sein als 
die andere. 

Neuerdings hat Bezssonoff*) diese Auffassung noch einmal 
ausgesprochen, und ist der Ansicht, das von uns dargestellte 
Methylnornarkotin ist mit dem einen C-Vitaminfaktor identisch, 
wihrend der andere noch identifiziert werden miisse.°) 

Schon im Jahre 1927 isolierte Szent-Gyérgyi (a. a. 0.) 
aus Nebennierenrinde durch Fillen mit basischem Bleiacetat 
eine stark reduzierende Siure, die Hexuronsiiure, die er mit den 
bis dahin gekannten Hexuronsiiuren nicht identifizieren konnte. 
Er sprach die Méglichkeit aus, diese Hexuronsiiure kénnte mit 
dem Zilvaschen reduzierenden Prinzip identisch sein. Zilva 
lehnte dies wegen fehlender Beweise ab. Neulich (a. a. O.) hat 
dann Szent-Gyérgyi berichtet, daB die von ihm dargestellte 
Hexuronsiure in l'agesdosen von 1 mg gegen Meerschweinchen- 
skorbut wirksam, und mit dem C-Vitamin identisch sei. 

Schon seit mehreren Jahren haben C.G. King und Mit- 
arbeiter (a. a. O.) Arbeiten im Gange gehabt, die das Ziel hatten, 
unter gleichzeitiger Konzentrierung des C-Vitamins die auf- 
fallenden Beziehungen der Szent-Gyérgyischen Hexuronsiure 
zu diesem Vitamin aufzukliren. Die Konzentrierung geschah 
durch Fiallung mit basischem Bleiacetat in butylalkoholischer 
Lésung. Zu gleicher Zeit wie Szent-Gyérgyi kam King zu 
dem Ergebnis, daB die bereits erwihnte Hexuronsiiure das End- 
produkt der Konzentrationsversuche war und da sie in Tages- 


nD 


1) Boll. Soe. med.-chir. Pavia 2, N.S. (1927). — Derselbe, Arch. di 
Fisiol. 26, 83 (1928). 

2) C. R. Soe. Biol. Paris 9, 617 (1927); ebenda 101, 877 (1929). 

8) Bull. Soc. Chim. biol. 9, 568 (1927). 

4) Bull. Soc. Chim. biol. 14, 682 (1932). ~ 

5) Bei dieser Gelegenheit méchte ich auf einen Irrtum aufmerksam 
machen, der sich teilweise in der Referatenliteratur verbreitet hat. 
Bezssonoff wird die Meinung zugeschrieben, das C-Vitamin sei ein 
Diphenolglucosid. Nach einer Privatmitteilung, sowie nach der Original- 
literatur hat er lediglich behauptet, der von ihm isolierte Stoff sei ein 
Kohlenhydrat — ,,une Hydrocarbone“ —, nicht aber, da’ in dem C-Vita- 
minmolekiil sich Zucker befindet. Linen geringen Gehalt an Stickstoff 
schreibt er einer Verunreinigung zu, 
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gaben von ?/, mg beim Meerschweinchen antiskorbutisch wirkte. 
Die Befunde Kings und Szent-Gyérgyis wurden neuerdings 
von Dalmer und Moll (a, a. O.), sowie von Leslie J. Harris?) 
bestiitigt. Der letztere verwendete ‘l'agesdosen von 2 mg in 
kurativen Versuchen. Die crsteren machen iiber die verwendeten 
Dosen keine Angaben. 

Zu iihnlichen Ansichten wie Szent-Gyérgyi und King 
kam auch Tillmans?) der die Befunde Zilvas, die auf die 
Komplexnatur des C-Vitamins hindeuten, nicht bestitigen konnte. 
Vielmehr sieht er das C-Vitamin als einheitlich und mit dem 
stark reduzierenden Stoffe der Pflanzensiifte identisch an. 

Bemerkenswert ist, daB die von Szent-Gyérgyi aufgefundene 
Hexuronsiiure, obgleich sie mit der wohlbekannten d-Glucuron- 
siiure nicht identisch ist, im Kérperhaushalt eine Rolle spielt. Ks 
miiBte eigentlich auffallend erscheinen, dab der Kérper zwei 
derartig nahe verwandte Stoffe im Stoffumsatz verwendet. Die 
d-Glucuronsiiure entsteht im Kérper wahrscheinlich durch Oxy- 
dation der d-Glucose. Wohlbekannt ist ihr Vorkommen in ge- 
bundenem Zustande im normalen Harn, sowie die entsprechend 
gréBeren Mengen dieser Siiure, die sich nach Einfuhr verschie- 
dener Kérper (Phenole, Campher usw.) nachher in dem Harn an 
diese gekuppelt vorfinden. 

Wir hielten es fir erwiinscht, die Glucuronsiureausscheidung 
skorbutig erniihrter Meerschweinchen zu untersuchen. Der Harn 
dieser Meerschweinchen wurde alle 2 Tage aufgesammelt und 
mittels der iiblichen Naphthoresorcinprobe auf Glucuronsiure 
gepriift. Zu Versuchsanfang gab der Harn der Versuchstiere 
eine stark positive Glucuronsiiurereaktion. Nach einer Woche 
C-vitaminfreier Ernihrang fing die Glucuronsiuremenge an kleiner 
zu werden. Nach 14 Tagen Versuchsdauer war die Reaktion aiuBerst 
schwach und fiel nach 8 Wochen vollkommen negativ aus. Um 
die Abwesenheit der Glucuronsiure noch deutlicher nachzuweisen, 
wurde den Versuchstieren jetzt mehrere Male je 50 mg Pfeffer- 
minz6l verabreicht. Es erschien aber keine Glucuronséure im 
Harn. 

Unter diesen Umstianden hielten wir es fiir angezeigt, zu 
priifen, ob eine Darreichung von Glucuronsiure*) einen KinfluB 


1!) Privatmitteilung, Bericht erscheint in Lancet. 

*) Z. f. U. N. 62, 1, 21, 241, 276 (1932). — Biochem. Z. 250, 312 (1932). 

*) Aus Euxanthinsiiure (Schuchhardt) nach der Methode von Neuberg 
(Ber. chem. Ges. 33, 3317 (1900)] dargestellt. 
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auf den Verlauf des experimentellen Skorbut haben mochte. 
Wir konnten aber keinen derartigen Einflu8 feststellen. 

Indem wir uns jetzt die Theorien iiber die Komplexnatur 
des C-Vitamins vor Augen hielten, machten wir folgenden Versuch: 

Vier Meerschweinchen desselben Wurfes wurden auf C-vita- 
minfreie Kost gesetzt. Zur Verwendung kam die modifizierte 
Géthlinsche Grundnahrung, deren Zusammensetzung aus unserem 
vorigen Aufsatz (a. a. QO.) ersichtlich ist. Zwei von den Tieren 


ee ae ae — <= oe ae 
“a 





1 und 2: Taglich '/, mg Glucuronséure + 10 y 30°/,iges Methylnornarkotin. Beide normal. 
3 und 4: Taglich ?/,mg Glucuronséure. Beide an schwerem Skorbut gestorben. 


erhielten tiglich 1/, mg Glucuronsiiure. Diese zwei Tiere ver- 
loren nach 14 Tagen stark an Gewicht und gingen nach etwa 
4 Wochen an schwerem Skorbut ein. Die zwei anderen Tiere 
erhielten ebenso }/, mg Glucuronsiure, dazu noch 10 y 30°/,iges 
Methylnornarkotin'), beides taglich. Die Tiere lebten die ganze 
Versuchszeit (50 Tage) durch, bei bestem Gesundheitszustand, 
nahmen dauernd an Gewicht kriftig zu. Als sie bei Versuchs- 
schluB zerlegt wurden, ergaben sie makroskopisch vollige Skorbut- 
freiheit. Die Gewichtskurven sind in der Figur wiedergegeben. 


¢ 


') Hiervon wird spiiter die Rede sein. 
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Diskussion, 1m allgemeinen!) wird angenommen, die Glucuron- 
siiure entsteht im Tierkérper. Der Mensch z. B. wiirde dann 
von einer Glucuronsiurezufuhr von auBen unabhingig sein. Tat- 
siichlich haben wir auch acht Fille von schwerem und einige 
von mehr diskutablem Menschenskorbut allein mit Methylnor- 
narkotin heilen kénnen.?) Aus den oben geschilderten Versuchen 
scheint aber hervorzugehen, da das Meerschweinchen nicht 
befihigt ist, Glucuronsiiure herzustellen. Auch scheint das Glu- 
curonsiureproblem mit dem C-Vitaminproblem beim Meer- 
schweinchen zusammenzuhingen. 

Inwieweit die verschiedenen méglichen Hexuronsiiuren ein- 
ander biologisch zu ersetzen vermdégen, ist nicht bekannt. Auch 
wissen wir iiber die chemischen Beziehungen der gewéhnlichen 
d-Glucuronsiiure zur Szent-Gyérgyischen Hexuronsaure nur, 
daB sie isomer sind, und die optische Aktivitét ihrer Laetone 
verschieden ist. Auch wissen wir, wihrend die d-Glucuronsiure 
antiskorbutisch vollkommen unwirksam ist, ist die Szent- 
(tyérgyische Hexuronsiure in Dosen von 1—?/, mg antiskorbu- 
tisch aktiv. Nach dem obigen Versuche bekommt man aber den- 
selben Effekt, wie es fiir die Hexuronsiiure beschrieben ist, wenn 
man zu gleicher Zeit d-Glucuronsiure und Methylnornarkotin 
gibt. Nach den in diesem Versuch verwendeten Mengen ('/, mg 
Glucuronsiiure und 10 y 30°/,iges Methylnornarkotin — tiglich) 
geniigt eine Beimengung von einem Bruchteil v. H. Methyl- 
nornarkotin zur Glucuronsiiure, um ihr’ dieselben antiskorbuti- 
schen Kigenschaften zu verleihen, die fiir die Szent-Gyérgyi- 
sche Hexuronsiiure beschrieben wurden. Es mu8 jetzt untersucht 
werden, ob vielleicht auch die Szent-Gyérgyische Hexuron- 
siiure Methylnornarkotin enthalt. Dies geschieht am besten da- 
durch, daB man sie synthetisiert und das synthetische Produkt 
biologisch priift.)» Kin Nachweis von Methylnornarkotin mittels 
Farbreaktionen oder mittels Nachweis des Stickstoffes wiirde 
wegen der kleinen méglichen Mengen schwierig sein. Wir halten 
es fiir wahrscheinlich, daB die Szent-Gyérgyische Hexuron- 
siure Methylnornarkotin enthalt. Man miiBte sonst annehmen, 


1) Es sei hier auf das Hammarstensche Lehrbuch der Physiolog. 
Chemie, 11. Aufl., S. 594, verwiesen. 

2) Die Fille werden von den behandelnden Arzten in einschligigen 
Zeitschriften veréffentlicht. 
) Vgl. Ott u. Packendorf, a. a. O. 
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daB die erwihnte Hexuronsiure eine Wirkung besitzt, die die 
Glucuronsiure erst mit Hilfe eines anderen Stoffes erlangt, in 
der Weise vielleicht, daB sie in eine andere Hexuronsiiure iiber- 
gefiihrt wird. Gegen diese Méglichkeit spricht der Umstand, dab 
sich das Methylnornarkotin antiskorbutisch betiitigt in Fiillen, wo 
keine Zufuhr von Hexuronsiduren stattfindet. 

Bekanntlich kommt die Glucuronsiiure meist an andere 
Stoffe (Phenole usw.) gebunden vor. Im allgemeinen') werden 
diese ,gepaarten Glucuronsiiuren“ in der Weise gebildet, daB der 
Paarling sich zuniichst mit Glucose vereinigt, wonach die primiire 
Alkoholgruppe der Glucose zu Carboxyl oxydiert wird. Auch 
sonst besitzt aber die Glucuronsiiure das Vermégen, sich mit 
anderen Stoffen*) zu vereinigen. Es besteht deshalb die Méglich- 
keit, das Methylnornarkotin kénnte mit Glucuronsiiure gepaart 
auftreten. Nun wissen wir, daB sowohl die Glucuronsiiure wie 
die Hexuronsiiture Szent-Gyérgyis mit basischem Bleiacetat 
gefallt werden. Diese Kigenschaft kommt auch den gepaarten 
Glucuronsiuren zu. Diese Verbindungen werden also gegebenen- 
falls zusammen gefillt. Es kénnte natiirlich bisweilen vorkommen, 
daB durch wiederholte Fiallungen gepaarte Glucuronsiiuren von 
freier Glucuronsiiure getrennt werden kénnten, was mit den 
Beobachtnngen Zilvas iiber die ‘l'rennung des reduzierenden 
Stoffes von dem Vitamin C selbst in Einklang stehen diirfte. 
Durch andere Arbeitsweise kénnten aber anwesende gepaarte 
(xslucuronsiuren auch als dauernde Beimengung mitgefiihrt werden. 

Die Annahme einer Verbindung zwischen Methylnornarkotin 
und Glucuron- bzw. Hexuronsiiure werden auch durch folgende 
Beobachtungen gestiitzt. Erstens wird das C-Vitamin nicht von 
neutralem Bleiacetat gefillt?), was das freie Methylnornarkotin 
als Diphenol eigentlich hitte werden miissen. Zweitens entstehen 
bei der Behandlung von Citronensaft im Autoklaven freie Phenole’*), 
iihnlich wie die bei der Autoklavbehandlung der Phenole enthalten- 
den gepaarten Glucuronsiuren.®) Wir finden, da die hier zum 
Ausdruck gebrachte Auffassung iiber die Zusammensetzung des 


') Es sei hier auf das Hammarstensche Lehrbuch der Physiolog. 
Chemie, 11. Aufl. S. 594 verwiesen. 


*) Z. B. auch Alkaloide, vgl. Neuberg, a. a. O. 
8) Zilva, Bezssonoff, a.a.O. 

*) Zilva, a.a.O. Vgl. auch diese Abh. S. 276. 
‘) Vgl. z. B. Neuberg, a. a. O. 
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(-Vitamins am besten allen bisher gemachten Beobachtungen iiber 
dieses Vitamin Rechnung trigt. 

Uber die Lislichkeitsverhiltnisse der verschiedenen erwihnten 
Stoffe wissen wir zur Zeit nur soviel: wihrend das freie Methyl- 
nornarkotin in Ather unldslich ist, ist seine Verbindung mit Glu- 
curonsiiure in Ather etwas lislich, besonders wenn der Ather 
Wasser, Alkohol oder Aceton enthilt. Dies wiirde vielleicht er- 
kliiren, warum das C-Vitamin 6fters mit Ather aus neutralisiertem 
Saft extrahiert werden kann. Dalmer und Moll (a. a. O.) gelang 
dieses letzte nicht, sie stellten vielmehr fest, daB die antiskorbu- 
tische Aktivitét des extrahierten Saftes unveriindert blieb. Nach 
dem oben Angefiihrten kann man hierfiir leicht Erklarungen 
finden, abgesehen davon, daB der Fehler bei der quantitativen 
Bestimmung des C-Vitamins nach Zilvya 20—25°/, betriigt. Den- 
selben Verfassern gelang auch nicht der Nachweis des Narkotins 
in Orangensaft. Indes wiesen aber Ott und Packendorf (a.a. 0.) 
Narkotin in Citronen nach, und zwar wurde es aus alkalischer 
Lésung gewonnen. 

Zur Darstellung des Methylnornarkotins. In unserem vorigen 
Aufsatz haben wir erwihnt, dab wir fiir die Darstellung des 
Methylnornarkotins das Verfahren von Matthiessen, Foster 
und Wright!) benutzten. Wir haben jedoch den ausdriick- 
lichen Vorbehalt gemacht, daB wir vorliufig nicht sagen kénnten, 
ob bei der achttigigen Behandlung mit Salzsiure bei 100° auch 
andere Veriinderungen an dem Narkotin’ vor sich gingen. ‘Tat- 
siichlich haben schon Matthiessen, Foster und Wright ge- 
funden, daB das Methylnornarkotin bei 100° gespalten wird, und 
zwar wiesen sie Cotarnin und Normekonin nach. Es muf 
eigentiimlich erscheinen, daB diese Verfasser nicht darauf auf- 
merksam geworden sind, daB die Spaltung schon wahrend der 
Darstellung nach ihrer Methode vor sich gehen mufte. Obschon 
die von uns nach dieser Methode zu allererst dargestellten Pro- 
dukte nicht sehr erfreulich aussahen, hatten wir doch fiir die 
Annahme einer weitergehenden Spaltung keine Stiitze. Durch 
Abiinderungen des Verfahrens stellten wir eine Reihe verschiedener 
Produkte dar. Das ,,Methylnornarkotin“, dessen antiskorbutische 
Wirkungen in unserem vorigen Aufsatze beschrieben wurden, war 
bei 80—90° wiihrend 6 Tagen dargestellt. Bei der weiteren Arbeit 





') Liebigs Ann. Suppl. 7, 63 (1870); Proc. Royal. Soe. 11, 55; 12, 501; 
16, 39; 17, 34 (1860—1870). . 
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kamen wir einerseits zu Produkten, die sich als biologisch noch 
aktiver herausstellten, andererseits zu Produkten, die schwiicher 
bis nicht wirksam waren. Wir haben dann niher untersucht, 
was bei der Siurehydrolyse des Narkotins eigentlich vor sich 
geht. Znnichst kamen wir zu dem Resultat, die Hydrolyseprodukte 
wiiren Gemische verschiedener Stoffe. Ahnlich wie die erwiihnten 
englischen Verfasser, konnten auch wir Cotarnin und Normekonin 
nachweisen, jedoch nur in sehr geringen Mengen, im Durchschnitt 
je 5°/,.. Bekanntlich liefert das Narkotin durch Behandeln mit 
Wasser bei 140° Hydrocotarnin und Opiansiure. Entsprechende 
Stoffe (Hydrocotarnin und Noropiansiiure) konnten aber bei der 
Saurehydrolyse des Narkotins nicht nachgewiesen werden, Wihrend 
Cotarnin und Mekonin sich bekanntlich nach Perkin und Ro- 
binson zu Gnoscopin vereinigen, tun sie dies in Anwesenheit 
von Siiuren nicht, auch findet keine Kondensation zu Isonarkotin ’) 
statt. Zu Isonarkotin kondensieren sich aber Hydrocotarnin und 
Opiansiure leicht in saurer Lésung. Die Ursache also, warum 
Hydrocotarnin und Normekonin nach der Siurehydrolyse des 
Narkotins nicht nachgewiesen werden kénnen, ist, daB sie sich 
in der sauren Lésung zu Methylnorisonarkotin vereinigen. Je 
héher die Temperatur, je schneller geht diese Spaltung und 
Wiedervereinigung vor sich. Bei 100° bekommt man kein wahres 
Methylnornarkotin, bei 90—95° nur Spuren, die bei der Reinigung 
des Materials verschwinden. Um bessere Resultate zu erzielen, 
mu8 man bei noch niedrigeren Temperaturen arbeiten. Durch 
Methylierungen?) kann man — wenigstens innerhalb gewisser 
Grenzen — die Zusammensetzung der Produkte feststellen, indem 
die echten Narkotinderivate bekanntlich schwache Basen sind 
und infolgedessen mit Natriumacetat aus saurer Liésung gefillt 
werden, wihrend die als Basen viel stiirkeren Isonarkotinderivate 
in Lésung bleiben. Zu dieser Frage kommen wir in einer 
spiteren Abhandlung zuriick. Wir geben aber hier, um eine 
Nachpriifung unserer Versuche durch andere zu ermdglichen, eine 
Darstellungsweise fiir das Methylnornarkotin aus Narkotin wieder: 

25 g Narkotin werden in einem 1 Liter fassenden Rundkolben 
in 400 ccm reiner konzentrierter Salzsiure gelést. Hierauf wird 

1) Liebermann, Ber. chem. Ges, 29, 184 (1896). — Kersten, ebenda 
31, 2098 (1898). — Freund u. Fleischer, ebenda 45, 1171 (1912). 

*) Die Methylierungen fiihren wir mittels Diazomethan aus. Auch 
haben wir iiber die Kaliumsalze der Phenole mittels Methyljodid Methyl- 


gruppen eingefiihrt und kamen durch gleichzeitiges Anlagern von Methyl- 
jodid an das Stickstoffatom zu den entsprechenden Jodmethylaten. 
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1 g Natriumsulfit und ein Tropfen Salpetersiiure hinzugefiigt. Man 
erwirmt das Gemisch unter Verwendung eines Steigrohres 
40) Stunden lang auf dem Wasserbade bis auf etwa 60°. Dann wird 
der Kolben unter Umschwenken ganz mit Wasser gefiillt. Das 
ausgeschiedene Produkt wird abgenutscht und mit Salzsiure von 
genau der entstandenen Konzentration nachgewaschen. Hierauf 
wird es an der Luft getrocknet. Der Stoff enthilt gewdhnlich 
etwa 30°/, Methylnornarkotin. Man hiite sich wohl, diesen Stoff 
iiber Schwefelsiure zu trocknen. Das ‘Trocknen dieses Stoffes im 
Vakuum ist auch nicht empfehlenswert, in beiden Fallen farbt 
sich das Produkt dunkelrot bis fast ganz schwarz. Wenn der 
Stoff ganz trocken ist, kann er im Vakuum oder in gut gefiillten 
Flaschen aufbewahrt werden. Das Produkt ist meist amorph. 
Doch ist es uns wenigstens einmal in letzter Zeit gelungen, aus 
den ausgeschiedenen Hydrochloriden zentimeterlange farblose 
harte Nadeln von Methylnornarkotin-hydrochlorid herauszulesen. 

Wie schon berichtet'), ist uns auch die Synthese von Methyl- 
nornarkotin gelungen. Diese Synthese nimmt iiber das Nitro- 
mekonin ihren Weg. Dieses wird zuerst mit kalter Jodwasser- 
stoffsiure umgelagert (man kommt sonst spiter zu Derivaten des 
f-Gnoscopins). Man kann die Abmethylierung gleichzeitig mit 
der Umlagerung vornehmen, oder das Verfahren von Lieber- 
mann und Kleemann damit kombinieren.*) Das entstandene 
Nitronormekonin wird nach der Methode von Hope und Ro- 
binson*) mit Cotarnin kondensiert und die Nitrogruppe, wie von 
diesen Verfassern beschrieben, entfernt. Wir kamen so zu einem 
wirksamen Stoffe, der selbst optisch inaktiv, sich aber als ein 
Gemisch von wenigstens drei verschiedenen Isomeren erwies. Auf 
die Wirksamkeit und Eigenschaften dieser verschiedenen Isomeren 
kommen wir demniichst zuriick. 

Uber die geringe Aktivierung des Narkotins bei Bestrahlung 
mit ultraviolettem Licht méchten wir noch bemerken, da8 wir 
geneigt sind, dieselbe als Resultat einer Brenzwirkung aufzufassen. 
Wenn man in Quarzapparatur unter guter Kihlung arbeitet, 
kommt man zu einem Produkt, das nicht aktiv ist.*‘) 





') Z. angew. Chem., 45, 17, 307 (1932); Tidsskrift for Kjemi og Berg- 
vaesen, Nr. 5, 1932. 2)’ Ber. chem. Ges.19, 2277 (1886). 
5) J. chem. Soc. 99, 1153 (1912). 4) Vel. Dalmer u. Moll, aa. O. 
Druckfehler-Berichtigung 
zur Arbeit ,,Narkotin und Vitamin C“ von O. Dalmer und Th. Moll, Diese Z. 
Band 209, "Heft 4—6. Auf Seite 224, 3. Absatz, 4. Zeile muB es heiBen: 
,daB der 'vorliegende Korper das gesuchte Methylnornarkotin nicht ist. 











